Leu-enképhaline et peptidomimétisme : Une ouverture vers la synthèse d'analogues au profil pharmacocinétique amélioré by Nadon, Jean-François
  
 
LEU-ENKÉPHALINE & PEPTIDOMIMÉTISME :  
UNE OUVERTURE VERS LA SYNTHÈSE D’ANALOGUES AU PROFIL PHARMACOCINÉTIQUE AMÉLIORÉ 
 
 
 
par 
 
 
 
Jean-François Nadon 
 
 
 
Mémoire présenté au Département de chimie en vue 
de l’obtention du grade de maître ès sciences (M.Sc.) 
 
 
 
FACULTÉ DES SCIENCES 
UNIVERSITÉ DE SHERBROOKE 
 
 
 
Sherbrooke, Québec, Canada, septembre 2014 
  
Le 16 septembre 2014 
 
 
 
le jury a accepté le mémoire de Monsieur Jean-François Nadon 
dans sa version finale. 
 
 
 
Membres du jury 
 
 
Professeur Yves Dory 
Directeur de recherche 
Département de chimie 
 
 
Professeur Louis Gendron 
Codirecteur de recherche 
Département de physiologie 
 
 
Professeur Éric Marsault 
Évaluateur interne  
Département de pharmacologie 
 
 
Professeur Claude Spino 
Président-rapporteur 
Département de chimie 
 ii 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
« Pain is just like any enemy. You keep moving around and the enemy cannot hit you. Same way with 
pain. The quicker you break away from the pain, the quicker you will drive the pain out of your system. 
You sit too long and you will not be able to move. »  
  George S. Patton, Jr. 
 
 
 
« It always takes longer than you expect, even when you take into account Hofstadter's Law. » 
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SOMMAIRE 
 
Dans des travaux précédents, les liens amides de la Leu-enképhaline, un pentapeptide endogène 
agoniste des récepteurs opioïdergiques, ont été substitués séquentiellement et systématiquement par des 
alcènes trans, des esters, des N-méthylamides et des thioamides. Des essais pharmacologiques sur 
l’affinité et sur l’activité (inhibition de la contraction du mouse vas deferens et phosphorylation de ERK 
1 et ERK 2) des composés peptidomimétiques résultants envers le récepteur opioïdergique δ ont 
démontré que la substitution de l’amide 1 par un alcène, la substitution de l’amide 2 par un thioamide et 
la substitution de l’amide 4 par un ester, un N-méthylamide ou un thioamide sont des modifications 
tolérées pour l’obtention de composés ayant une activité agoniste. 
 
Cet ouvrage traite de la conception, de la synthèse et de la caractérisation chimique, pharmacologique et 
physico-chimique de molécules peptidomimétiques dotées de plusieurs de ces isostères (à la même 
position que celle menant à des composés actifs). Un composé peptidomimétique de la Leu-enképhaline 
a aussi été synthétisé en substituant l’amide 3 par un fluoroalcène, un isostère jusqu’ici inexploré par 
notre laboratoire. 
 
Les résultats démontrent que les molécules peptidomimétiques dotées de plus d’un isostère gardent, 
dans certains cas, une bonne affinité pour le récepteur δ. Cependant, des pertes au niveau de l’activité 
sont observées dans la majorité des cas. D’un point de vue pharmacocinétique, l’approche a permis la 
synthèse de composés peptidomimétiques ayant un profil plus favorable que celui de la Leu-
enképhaline. En effet, tous les composés synthétisés ont démontré une lipophilicité et une résistance 
enzymatique (sauf dans un cas) accrue par rapport à la Leu-enképhaline. 
 
Mots clés : Leu-enképhaline, récepteur opioïdergique δ, peptidomimétique, peptidomimétisme, isostère, 
isostérisme, alcènes trans, esters, N-méthylamides, thioamides, fluoroalcènes, lipophilicité, dégradation 
enzymatique. 
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 1 
INTRODUCTION 
Afin d’aider le lecteur à apprécier les retombées potentielles des travaux effectués sur la synthèse et la 
caractérisation de composés peptidomimétiques de Leu-enképhaline, quelques notions seront décrites 
dans la première partie de cet ouvrage. Ces notions sont classées en cinq sections, soit la douleur, les 
analgésiques, la Leu-enképhaline, le bioisostérisme et l’approche adoptée par notre équipe. 
 
I.1 La douleur 
 
La douleur est définie comme étant une « expérience sensorielle et émotionnelle déplaisante associée à 
un dommage actuel ou potentiel aux tissus ou décrite en termes de ces dommages ».
1
 La douleur est 
divisée en deux composantes distinctes, soit la nociception, un processus physiologique, et la 
souffrance, résultant de l’interprétation de la douleur par l’individu. La douleur est donc très subjective 
et est affectée, entres autres, par l’attitude, les croyances, la personnalité, l’environnement social, l’âge 
et le sexe de la personne qui en fait l’expérience.2 
 
Biologiquement, la douleur est un mécanisme de défense contre les menaces physiques qui agit en 
motivant l’individu à retirer un membre d’une situation qui cause des dommages aux tissus, à protéger 
le membre en question lors du processus de guérison et finalement à éviter dans le futur les situations 
qui constituent un danger.
3
 La douleur est un phénomène présent chez tous les animaux vertébrés, et la 
capacité des invertébrés à ressentir la douleur est un sujet qui est encore débattu.
4
 
 
En accord avec son rôle biologique, la douleur est la raison principale poussant les gens à consulter un 
professionnel de la santé.
5,6
 La douleur est un symptôme accompagnant plusieurs conditions médicales, 
et est considérée comme une priorité thérapeutique. La douleur peut être classée selon deux critères 
principaux. Selon son intensité, elle sera classée comme étant légère, modérée ou sévère.
7
 Selon sa 
durée, elle sera classée comme étant aigüe ou chronique. 
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I.1.1. La douleur aigüe 
 
La douleur aigüe est communément définie comme étant « la réponse physiologique normale à un 
stimulus défavorable chimique, thermique ou mécanique ». Il s’agit généralement d’une douleur de 
courte durée (moins de trois mois, mais qui peut s’étendre jusqu’à six mois),8 qui permet au corps de 
prendre des mesures protectrices, et qui n’est pas associée à un fonctionnement neurologique anormal. 
Normalement, la douleur aigüe se résorbe peu de temps après le retrait du stimulus douloureux.
9
 
 
Lorsque la douleur aigüe n’est pas traitée de façon appropriée, elle peut avoir des conséquences 
profondes sur l’individu au niveau physiologique, psychologique, fonctionnel et social et peut causer, 
entres autres, du retard dans la réhabilitation, de l’anxiété et de l’hostilité. Dans le cas des chirurgies, 
une gestion efficace de la douleur peut améliorer les résultats cliniques de l’opération.10 De plus, elle 
peut causer des changements au niveau du système nerveux qui peuvent, dans certains cas, mener 
rapidement à l’établissement de la douleur chronique.2 
 
I.1.2. La douleur chronique 
 
Il est généralement accepté que la douleur chronique se définit comme étant une douleur qui perdure 
plus longtemps que la durée de guérison prévue. Elle est souvent associée à de l’inflammation, à des 
dommages neuronaux, au cancer, au diabète ou à une combinaison de ces éléments. Dans certains cas, 
la douleur chronique persiste malgré l’absence de dommages aux tissus et n’a pas de fonction 
biologique.
9
 
 
La douleur chronique a plusieurs effets qui peuvent être dévastateurs pour l’individu. Au niveau 
physiologique, l’organisme, constamment dans un état de stress, est plongé dans un état de préparation 
à la fuite ou à la lutte (fight or flight) par une augmentation de l’activité du système nerveux 
sympathique. Le stress causé par la douleur chronique peut aussi mener à l’hyperglycémie, à 
l’insuffisance rénale et à l’accident vasculaire cérébral et a l’infarctus du myocarde.9 Au niveau 
psychologique, la douleur chronique peut mener à la détérioration des relations sociales et familiales, à 
une diminution des activités, à des sentiments de peur, de colère et d’hostilité, à l’anxiété, à l’insomnie, 
à l’abus de drogue, à la dépression, et au suicide.11 Pour résumer, le Dr. Greenberg, du Département de 
 3 
la Médecine de la Douleur et d’Anesthésiologie, au Centre Médical Davis de l’Université de Californie, 
dit que « la douleur chronique est l’ennemi du bonheur ». Vu l’étendue des effets néfastes de la douleur 
chronique sur la qualité de vie du patient, elle n’est plus considérée comme un symptôme, mais bien 
comme une maladie en soi,
9
 et touchera 44% des Canadiens au cours de leur vie.
12
 
 
I.1.3. La physiologie de la douleur 
 
Étant donné leur complexité phénoménale, la compréhension en profondeur des processus biologiques 
impliqués dans le phénomène de la douleur est plutôt difficile, et l’obstacle principal à cette tâche est la 
complexité du système nerveux (tel qu’illusté dans la Figure 1). De plus, les transmetteurs et les 
récepteurs impliqués dans la nociception sont très largement distribués dans l’organisme et, comme un 
très grand nombre de ces transmetteurs sont des peptides et acides aminés (par exemple la substance P 
et le glutamate), ils sont impliqués dans de nombreuses fonctions biologiques, ce qui rend difficile 
l’attribution de rôles clairs à ces éléments.2,7,13,14 
 
Le phénomène est habituellement enclenché par un stimulus mécanique, chimique ou thermique qui 
peut potentiellement endommager des tissus. Ce stimulus va, soit par l’action directe sur des récepteurs, 
soit par la destruction de cellules (qui vont relâcher localement des composés) activer des récepteurs 
situés dans la membrane de neurones terminaux, que l’on retrouve dans la peau, les muscles, les 
viscères et les articulations. Les canaux TRP (de l’anglais : transient receptor potential) sont très 
impliqués dans la stimulation des nocicepteurs. Ces canaux, dont les représentants les plus importants 
sont TRPV1, TRPM8 et TRPA1, sont présents dans les neurones sensoriels et sont activés par des 
stimuli thermiques et chimiques.
15
 Une fois activés, ils laisseront entrer du sodium dans la cellule, ce 
qui causera sa dépolarisation, initiant ainsi le message nociceptif.
7
 Les récepteurs à l’ATP, à la 
neurokinine-1, au neuropeptide Y, à l’acétylcholine, à la somatostatine, à la prostaglandine E, à la 
cholecystokinine, à la sérotonine (5-hydroxytryptamine), au glutamate, à la bradykinine, à la 
noradrénaline, à la capsaïcine, à l’angiotensine II, à l’adénosine ainsi que le récepteur adrénergique sont 
tous localisés dans les fibres afférentes primaires.
15
 
 
Ces récepteurs, lorsqu’activés, vont entraîner une dépolarisation de la cellule. Les neurones nociceptifs 
vont par la suite augmenter leur fréquence de décharge, et le signal va être transmis par des fibres Aδ et 
des fibres C jusqu’au lamina superficialis de la moelle épinière. Dans la moelle épinière (ainsi qu’en 
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périphérie), plusieurs transmetteurs, ainsi que les récepteurs auxquels ils sont associés, sont présents. 
Entres autres, on retrouve des peptides (comme la substance P, la principale substance relâchée par les 
fibres afférentes primaires),
16
 des acides aminés excitateurs (comme l’aspartate et le glutamate et qui 
constituent la classe majeure de neurotransmetteurs excitateurs), des acides aminés inhibiteurs (comme 
le GABA et la glycine), des monoamines (comme la sérotonine et la noradrénaline) et de l’ATP (qui, 
avec le glutamate, assure la neurotransmission rapide).
17,18,19 
 
 
Des voies ascendantes font ensuite le relais du signal nociceptif aux structures thalamiques, limbiques 
et corticales impliquées dans les réponses sensorielles et émotives. La douleur est alors ressentie par 
l’individu. En plus de la réponse immédiate évoquée lors du phénomène de la douleur aigüe, une 
réponse à long terme est évoquée par l’intermédiaire de plusieurs phénomènes, notamment 
l’inflammation et la sensibilisation du système nerveux central.2,7,13,14 
 
Deux mécanismes sont principalement responsables de l’établissement de la douleur chronique. Le 
premier, qui se déroule en périphérie (Figure 1), débute par une activation répétée ou soutenue d’un 
nocicepteur, qui va causer une relâche du peptide relié au gène de la calcitonine (CGRP) et de substance 
P. S’en suivra une activation du système immunitaire, de la vasodilatation résultant de l’action de 
l’oxide nitrique, dont la production est induite par la substance P, et de l’extravasation (phénomène 
selon lequel les globules blancs passent des capillaires aux tissus environnants). L’inflammation est 
alors enclenchée, et plusieurs médiateurs inflammatoires, comme la bradykinine, la sérotonine, 
l’histamine, les prostaglandines, les cytokines (relâchées par le système immunitaire) et le facteur de 
croissance des nerfs (produit par les fibroblastes et les cellules de Schwann) sont relâchés. Plusieurs de 
ces molécules (notamment, la bradykinine, la sérotonine, l’histamine et les prostaglandines), en plus de 
l’ion potassium et du proton, sont aussi relâchées par les cellules lorsqu’il y a destruction d’un tissu. 7,13  
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Figure 1. Mécanisme périphérique d’établissement de la douleur chronique. 
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La bradykinine produit son action en activant le récepteur B2, ce qui va causer, par l’action de la 
protéine kinase C (PKC), la phosphorylation du canal sodique TRPV1. Cette phosphorylation va 
entrainer une modification du contenu peptidique du neurone, de la promotion synaptique et, comme 
l’action de TRPV1 est modulée par sa phosphorylation, une baisse de son seuil d’activation et une 
sensibilisation chimique. Ces phénomènes vont à leur tour entrainer soit une activité spontanée, soit une 
augmentation de la réponse à un stimulus donné, qui se traduit par une excitation anormale des fibres 
nociceptives afférentes périphériques (ce qui mène à une hypoeralgésie, définie comme étant une 
sensibilité excessive à la douleur). Dans une étude, des souris n’exprimant pas le gène de TRPV1 ne 
ressentaient pas de douleur causée par la chaleur et ne vivaient pas d’hyperalgésie thermique reliée à 
l’inflammation.2,7,13,17 
 
La bradykinine va aussi encourager la relâche de prostaglandines, qui vont augmenter l’action de la 
bradykinine. Cette molécule est donc impliquée dans un phénomène d’auto-sensibilisation. Comme la 
bradykinine, plusieurs molécules qui agissent sur les récepteurs liés aux protéines G causent une 
phosphorylation indirecte (par l’action de kinases) de TRPV1. Par exemple, le facteur de croissance des 
nerfs active la tyrosine kinase A (TrkA, qui est exprimée par 50% des nocicepteurs), ce qui va mener à 
une phosphorylation de TRPV1.
20
 La sérotonine et les prostaglandines, quant à elles, agissent en 
modifiant le seuil de voltage de d’autres canaux ioniques.2,7,13,17 
 
L’inflammation va aussi avoir des conséquences au niveau de l’expression génétique. Lors du 
processus, l’expression de plusieurs canaux ioniques va se retrouver modulée.21 Le facteur de 
croissance nerveux va encourager l’expression de plusieurs gènes codant des neuropeptides et des 
neuromodulateurs (comme le peptide relié au gène calcitonine et la substance P) ainsi que des 
récepteurs  (comme TRPV1 et P2X3) et des canaux sodiques.
7
 
 
Le second mécanisme d’établissement de la douleur chronique se déroule dans le système nerveux 
central. Lors de la transmission du signal nociceptif, l’activation des fibres C cause une relâche de 
glutamate (qui agit sur AMPA et NMDA) et de substance P (qui agit sur le récepteur NK-1).
22
 Il a été 
démontré que la destruction de neurones nociceptifs qui expriment le récepteur NK1 mène à une 
diminution de l’allodynie (douleur causée par un stimulus normalement non douloureux) et de 
l’hyperalgésie causé par l’inflammation.23 Par contre, les souris transgéniques n’exprimant pas le 
récepteur NK1 ne démontrent pas de changement majeur au niveau de leur comportement.
13
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L’importance du rôle de la substance P et de son récepteur (NK1) dans ce processus est donc plutôt 
difficile à déterminer. Par contre, l’importance du récepteur NMDA est bien connue.18,19 L’activation de 
ce récepteur par le glutamate mène à une hypersensibilité spinale ainsi qu’à une amplification des 
signaux venant de la périphérie. L’activation du récepteur NMDA cause aussi une entrée de calcium 
dans le neurone, qui va alors augmenter l’activité de certaines enzymes, qui vont produire d’autres 
médiateurs neuronaux. Par exemple, l’oxyde nitrique synthase génère l’oxyde nitrique, qui module la 
transmission nociceptive
21
 et les phospholipases génèrent les prostanoïdes. La conséquence globale de 
ces processus sont l’augmentation de la transmission dans la colonne dorsale de la moelle épinière ainsi 
que dans les centres nerveux supérieurs.
13
 
 
Comme en périphérie, certains changements au niveau de l’expression génétique sont observés. 
Lorsqu’il y a nociception, le gène c-fos est exprimé de façon accrue dans la colonne dorsale de la 
moelle, menant à la synthèse du facteur de transcription du même nom jouant un rôle dans les 
changements neuronaux suivant des stimuli temporaires. Ce phénomène apparait environ une heure 
après le début du processus de transmission de la douleur.
24
 
 
Dans certains cas où un nocicepteur est activé de façon répétitive (à cause de douleur non traitée), des 
changements neuroplastiques peuvent être observés au niveau du systène nerveux central. Ces 
changements établissent la fondation de nouveaux chemins de la douleur qui sont activés même en 
l’absence de stimuli douloureux. Le système nerveux central devient alors la source de la douleur.9 
Dans certains cas, par exemple dans celui de l’arthrite, où les médiateurs sont relâchés de façon 
continue, la distinction entre la douleur aigüe et la douleur chronique peut être difficile à faire.
2
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I.2 Les analgésiques 
 
Une méthode très répandue pour le traitement de la douleur est l’utilisation d’analgésiques. Les 
analgésiques sont à ne pas confondre avec les anesthésiants, qui sont des composés qui causent une 
perte réversible de sensation. Bien qu’il existe une multitude de composés ayant des effets analgésiques, 
le marché est présentement dominé par deux classes principales de médicaments : les anti-
inflammatoires non stéroïdiens (AINS), dont le représentant le plus connu est l’aspirine, et les opioïdes, 
dont le représentant le plus connu est la morphine.
7,25
 
 
I.2.1. Les anti-inflammatoires non stéroïdiens 
 
Les anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) sont parmi les médicaments les plus anciens
26
 et 
constituent une classe de composés très diversifiés qui possèdent des effets analgésiques, anti-
inflammatoires et antipyrétiques. Leur utilisation remonte jusqu’à environ 2400 ans, quand Hippocrate, 
considéré le père de la médecine moderne, recommandait la consommation de jus d’écorce de saule 
pour le soulagement de la douleur causée par l’accouchement. Au Ier siècle (environ 500 ans plus tard), 
l’utilisation d’extraits du même arbre a été décrit par Aulus Cornelius Celsius (auteur de De Medicina) 
et par Dioscoride. Tout au long du moyen âge, en Europe, les feuilles et l’écorce de saule ont été utilisés 
pour traiter les blessures, les ulcères et l’inflammation. Aujourd’hui, les AINS sont parmi les 
médicaments les plus utilisés dans le monde.
27
 Aux États-Unis, les AINS constituent 60% des 
médicaments en vente libre et figurent sur 111 millions de prescriptions par année,
28
 et environ 50 
AINS différents se retrouvent présentement sur le marché.
29
 
 
L’utilisation des AINS en vente libre la plus fréquente est pour le traitement de la douleur aigüe et 
chronique.
26
 Principalement, ces composés sont utilisés pour le soulagement symptomatique de la 
douleur et de l’enflure causés par des maladies articulaires chroniques (notamment, l’arthrose et la 
polyarthrite rhumatoïde) ainsi que de certaines conditions inflammatoires aigües (comme les entorses et 
les fractures). Ils sont aussi utilisés pour le traitement de la douleur postopératoire, de la douleur 
dentaire, de la douleur menstruelle et de la douleur reliée aux maux de tête et à la migraine.
29
 
Comparativement à d’autres analgésiques, l’utilisation de ces composés est considérée comme étant 
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avantageuse parce que ces molécules n’ont pas le potentiel de causer de dépendance, de sédation ni de 
dépression respiratoire.
26
 
 
La salicyline (Figure 2), l’ingrédient actif de l’écorce de saule, a été isolée en 182830 et a commencé à 
être produite de façon industrielle en 1874. Par la suite, l’acide acétylsalicylique, un dérivé de la 
salicyline, a été synthétisé en 1853 et introduit sous le nom d’aspirine en 1899 par la pharmaceutique 
Bayer Company.
27
 L’aspirine est l’un des premiers médicaments synthétiques et, à ce jour, est la drogue 
la plus consommée au monde, après l’alcool. Aux États-Unis seulement, en 1980, 70 millions de 
kilogrammes d’aspirine (ce qui constitue plusieurs milliards de doses) ont été consommés.27 
Aujourd’hui, l’aspirine est surtout utilisée comme remède en vente libre ainsi que comme médicament 
cardiovasculaire, à cause de sa capacité à inhiber l’aggrégation des plaquettes.29  
 
Figure 2. Structure chimique des anti-inflammatoires non stéroïdiens les plus communs. 
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Le paracétamol (connu au Canada sous le nom d’acétaminophène) (Figure 2) a été utilisé pour la 
première fois en 1883, était disponible en vente libre (aux États-Unis) à partir de 1955
27
 et est 
maintenant l’un des médicaments analgésiques et antipyrétiques les plus utilisés. Bien que le 
paracétamol possède une activité analgésique et antipyrétique, il n’inhibe pas l’aggrégation des 
plaquettes, ne cause pas d’effets secondaires gastrointestinaux et son activité anti-inflammatoire est 
considérée comme faible.
27,29
  
 
Les premiers AINS qui n’étaient pas dérivés de la salicyline furent l’indométacine et l’ibuprofène 
(Figure 2), introduits en 1964 et en 1969, respectivement. Puis, en 1974, vint le diclofénac.
30
 
L’ibuprofène a été mis en vente libre aux États-Unis en1984.27 En 1976 et en 1986 (respectivement), les 
acides propioniques, inspirés de l’ibuprofène, naproxène et kétoprofène ont été approuvés en tant 
qu’analgésiques prescrits par la FDA.30 En 1995, ces deux médicaments ont été approuvés pour la vente 
libre.
27
 L’aspirine, l’acétaminophène, l’ibuprofène, le naproxène et le kétoprofène sont les seuls AINS 
en vente libre et sont utilisés pour traiter les maux de tête, la douleur et la fièvre reliée au rhume, les 
douleurs musculaires et menstruelles, les maux de dents, les douleurs mineures et les douleur reliées à 
l’arthrite.27 L’ibuprofène ainsi que le kétoprofène sont produits de façon racémique . L’énantiomère R 
de l’ibuprofène est transformé in vivo en énantiomère S (qui est actif) par une isomérase alors que les 
deux énantiomères du kétoprofène possèdent une activité analgésique.
31,32
 
 
Le mode d’action des AINS a été découvert en 1971 par John Vane. Selon les résultats de ses travaux, 
les AINS agissent en inhibant la biosynthèse des prostaglandines en empêchant la liaison (et 
l’oxydation subséquente) de l’acide arachidonique au site actif de l’enzyme COX.13,29,33,34,35 Cette 
découverte lui a valu le prix Nobel de médecine en 1982.
26
 Il a été découvert plus tard que COX existe 
sous deux isoformes : COX-1 et COX-2.
36
 COX-1 est une enzyme constitutive (exprimée en tout 
temps) qui catalyse la production de prostaglandines impliquées dans plusieurs fonctions 
physiologiques normales, comme le maintien de la fonction rénale, la protection du système 
gastrointestinal et la synthèse du thromboxane A2 dans les plaquettes, ce qui permet leur aggrégation 
lors du processus de la coagulation.
26,29,37
 COX-2 est une enzyme dont l’expression est induite dans les 
cellules inflammatoires par les cytokines ainsi que par d’autres médiateurs inflammatoires, lorsque des 
tissus sont endommagés, et qui produit les prostaglandines impliquées dans l’inflammation et la 
douleur.
 13,29,37,38 
Une hypothèse selon laquelle une troisième isoforme (COX-3) pourrait exister a été 
formulée pour tenter d’expliquer les caractéristiques uniques du paracétamol.37 
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Les effets analgésiques des AINS sont dûs à la diminution de la synthèse de prostaglandines, qui 
rendent les nocicepteurs plus sensibles aux médiateurs inflammatoires (comme la bradykinine). Les 
effets anti-inflammatoires des AINS sont dûs au fait que les prostaglandines jouent un rôle dans la 
vasodilatation, et les effets antipyrétiques viennent de l’inhibition de la synthèse des prostaglandines 
dans le système nerveux central,
39
 plus particulièrement dans un centre dans l’hypothalamus qui régule 
l’équilibre thermique corporel.29 Les effets des AINS sur l’aggrégation des plaquettes proviennent de 
l’inhibition de la synthèse du thromboxane A2.
27
 L’aspirine est unique car elle active COX de façon 
irréversible, en acétylant l’enzyme, alors que les autres AINS sont des inhibiteurs compétitifs de 
l’enzyme.27 Comme les plaquettes sont incapables de synthétiser de nouvelles protéines, l’effet peut 
durer jusqu’à dix jours.29 
 
En prenant en considération les risques et les bénéfices des AINS, le profil de sécurité de ces 
médicaments est extrêmement favorable.
27
 Lorsqu’ils sont utilisés en doses thérapeutiques, les AINS 
traditionnels (non sélectifs COX-2) causent peu d’effets secondaires.29 Cependant, une utilisation 
chronique, une utilisation de grandes doses et/ou une utilisation par des patients présentant un facteur de 
risque (âge avancé, condition gastrointestinale préexistante, utilisation d’anticoagulants, utilisation 
d’alcool, de drogues ou de tabac)26 peut mener à plusieurs effets indésirables, notamment des effets 
gastrointestinaux (inconfort, saignements, ulcères)
37
, des problèmes au niveau des reins, de 
l’exacerbation de l’asthme chez certains patients et une atténuation de l’aggrégation des plaquettes.27,37 
 
L’aspirine a été reconnue comme étant la cause du syndrome de Reye, une maladie pédiatrique rare qui 
cause une encéphalopathie hépathique suivant une maladie virale aigüe (par exemple une grippe ou une 
varicelle), avec un taux de mortalité de 20 à 40%. Suite au retrait de l’aspirine pour les utilisations 
pédiatriques, les cas de ce syndrôme ont chuté drastiquement.
27,29
 
 
Le paracétamol, à fortes doses (au dessus de 10 à 15 grammes) cause de l’hépatotoxicité 
potentiellement fatale. Les symptômes initiaux (nausées, vomissements) apparaissent environ 24 à 48 
heures après l’ingestion. Malheureusement, les antidotes (acétylcystéine et méthionine) sont très peu 
utiles lorsqu’ils sont administrés plus de 12 h après que le médicament soit entré dans le système.27,29 
 
Outre les interactions majeures causées par des médicaments possédant une faible marge de maneuvre 
ou qui sont hautement liés aux protéines (lithium, digoxine, warfarine, phenytoine), les AINS peuvent 
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interagir avec plusieurs médicaments, notamment les médicaments contre l’hypertension40 et les 
anticoagulants.
27
 
 
Les AINS traditionnels inhibent, à différents degrés, COX-1 et COX-2. Les  effets anti-inflammatoires, 
analgésiques et antipyrétiques sont reliés à l’inhibition de COX-2, alors que les effets secondaires sont 
reliés à l’inhibition de COX-1.13,27,29 Théoriquement, l’inhibition sélective de COX-2 pourrait mener à 
une analgésie dépourvue d’effets secondaires.27 
 
La découverte d’AINS qui inhibent sélectivement COX-2 a fait naître l’espoir de mettre sur le marché 
des AINS dépourvus d’effets secondaires.13 En 1999, suite à des recherches pour trouver des AINS 
moins toxiques, deux inhibiteurs sélectifs COX-2 ont été mis sur le marché.
37,41
 Ces composés, le 
rofécoxib (connu sous le nom de Vioxx) et le célécoxib  (Figure 3), qui possédaient une activité anti-
nociceptive et anti-inflammatoire semblable aux AINS non sélectifs étaient dépourvus d’effets 
secondaires gastriques.
13
 Suite à leur introduction, ces médicaments sont devenus immédiatement les 
médicaments les plus prescrits aux États-Unis.
26
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3. Structure des anti-inflammatoires non stéroïdiens qui inhibent sélectivement COX-2. 
 
Cependant, il a été démontré que les AINS qui inhibent sélectivement COX-2 causaient des effets sur le 
système cardiovasculaire et augmentent significativement le risque d’événements vasculaires sérieux 
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(tels l’infarctus du myocarde, l’insuffisance cardiaque, et l’hypertention).42 Pour cette raison, le 
rofécoxib a été retiré du marché en 2004.
37
 L’utilisation de ces composés est donc maintenant limitée 
aux cas où l’utilisation d’autres AINS poserait de trop grands risques de complications 
gastrointestinales et où le risque cardiovasculaire a été évalué.
29
 Présentement, le célécoxib et 
l’étoricoxib (Figure 3) sont autorisés au Royaume-Uni pour le soulagement symptômatique de 
l’arthrose et de l’arthrite rhumatoïde.29 
 
Malgré les risques associés à l’utilisation des AINS, ils possèdent un profil de sécurité et d’efficacité 
extrêmement favorable lorsqu’ils sont utilisés selon les directives. Les AINS sont très efficaces contre 
la douleur légère à modérée, et plus encore contre la douleur qui provient de l’inflammation ou de 
dommages aux tissus.
29
 Cependant, les AINS sont inefficaces contre la douleur neuropathique
22
, et ils 
sont limités par un plafond à leur effet analgésique qui limite leur efficacité contre la douleur sévère.
26
 
 
I.2.2. Les opioïdes 
 
Les opiacés (une classe d’opioïdes) sont des substances ayant des propriétés analgésiques que l’on 
retrouve dans l’opium, un extrait de jus du pavot (Papaver somniferum). L’utilisation (médicale et 
récréative) de l’opium remonte à plusieurs milliers d’années et a été utilisé pour combattre la douleur, la 
diahrrée et la toux, ainsi que pour l’euphorie et la somnolence causées par son utilisation.43 Les opioïdes 
sont des substances englobant les opiacés ainsi que les composés activant les mêmes récepteurs (les 
récepteurs aux opioïdes). Les trois principaux sous-types de récepteurs aux opioïdes sont le récepteur µ, 
le récepteur δ et le récepteur κ.7  
 
Les opioïdes sont les analgésiques les plus utilisés pour le traitement de la douleur modérée à sévère. 
Présentement, ils constituent les analgésiques les plus puissants à notre disposition.
44
 Contrairement aux 
AINS, ces composés sont relativement efficaces contre la douleur neuropathique. Ils sont utilisés pour 
traiter la douleur chronique, la douleur postopératoire ainsi que la douleur causée par le cancer. Dans 
plusieurs cas, les opioïdes sont administrés « sur demande », par une pompe à infusion permettant au 
patient de contrôler le dosage.
45
 Comme le patient est en contrôle de son analgésie, la détresse et 
l’anxiété ressenties par celui-ci s’en retrouvent réduits et les quantités de médicaments requises 
diminuent.
7
 Au Canada, en 2009, plus de 3,5 millions de prescriptions pour des opioïdes ont été faites,
46
 
le plus populaire étant la codéine administrée avec l’acétaminophène.47 
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Figure 4. Structure des opiacés principaux et de leurs dérivés. 
 
La morphine (Figure 4) est le premier opioïde à avoir été utilisé, l’analgésique opioïde le plus utilisé, le 
composé le plus puissant de l’opium et l’analgésique le plus puissant utilisé en clinique.43 Elle active 
sélectivement le récepteur µ. Sa structure, élucidée en 1902, consiste en deux cycles planaires 
perpendiculaires à deux cycles aliphatiques (Figure 5).
48
 La partie tyramine (p-
hydroxyphénéthylamine) est la plus importante pour l’activité biologique (pharmacophore) et est 
commune à tous les composés opioïdes.
7
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Figure 5. Structure tridimensionnelle de la morphine. 
 
La morphine, en plus d’être antinociceptive, a de puissants effets euphorisants (bien être et 
contentement), ce qui réduit la composante affective (agitation et anxiété) de la douleur.
7
 Ce composé 
est absorbé lentement de façon orale, et est souvent donné de façon intraveineuse ou intramusculaire 
pour traiter la douleur aigüe sévère. L’activité de la morphine est principalement le résultat de son effet 
sur le système nerveux central et sur le système gastrointestinal. L’inactivation du médicament se fait 
par le métabolisme hépatique (conjugaison des hydroxyles au glucuronide). Dans l’organisme, une 
fraction significative de la morphine se retrouve sous la forme glucuronidée (morphine-6-glucuronide), 
un métabolite environ 10 à 20 fois plus puissant que la morphine.
49
 Le temps de demi-vie (t1/2, temps 
requis pour que la concentration plasmatique diminue de moitié) de la morphine et de ses analogues est 
d’environ 3 à 6 heures.7 
 
La codéine (3-méthoxymorphine, Figure 4) est un agoniste faible du récepteur µ qui se retrouve 
naturellement dans l’opium et qui est utilisé pour ses effets analgésiques ainsi que pour ses effets 
antitussifs. Il a été démontré que la substitution du phénol augmente de façon générale le ratio de 
l’importance des effets antitussifs par rapport aux effets analgésiques.7 La codéine est souvent 
administrée en combinaison avec le paracétamol ou l’aspirine, et l’effet synergique des deux substances 
permet l’utilisation de plus faibles quantités, ce qui réduit les effets secondaires. La codéine est mieux 
absorbée que la morphine, mais l’analgésie qui en résulte est moins puissante d’environ 20%. De plus, à 
fortes doses, l’effet analgésique de la codéine atteint un plateau, ce qui fait qu’elle est utilisée 
principalement comme analgésique pour le traitement de douleurs douces (maux de tête et de dos) ainsi 
que comme antitussif. La codéine ne cause pas d’euphorie et peu de dépendance.7 
 
La diamorphine (3,6-diacétylmorphine, héroïne, Figure 4) est un dérivé synthétique de la morphine. Au 
19
e
 siècle, l’invention de la seringue hypodermique a mis en évidence la capacité de la morphine à 
causer une dépendance, et la diamorphine a été introduite comme étant le premier substitut de morphine 
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ne causant pas de dépendance.
50
 La métabolisation de la diamorphine mène à la formation de la 
morphine, cette substance peut donc être considérée comme étant une prodrogue. Ses effets sont 
identiques à ceux de la morphine lorsqu’administrée oralement. Cependant, parce qu’elle traverse la 
barrière hémato-encéphalique plus rapidement, l’euphorie causée par la diamorphine est beaucoup plus 
intense que celle causée par la morphine lorsqu’administrée de façon intraveineuse. Elle cause donc une 
dépendance plus forte plus rapidement, et elle est bannie dans plusieurs pays.
7
 Aujourd’hui, la 
diamorphine représente un problème majeur de santé publique.
43
 
L’oxycodone est un opioïde utilisé pour le traitement de la douleur aigüe et chronique. Cette substance 
est bien absorbée de façon orale et cause des effets secondaires semblables à ceux de la morphine.
7
 
 
La thébaine est un autre composé retrouvé dans l’opium. Ses deux dérivés principaux sont la 
buprénorphine et l’étorphine (Figure 4). La buprénorphine est un agoniste partiel du récepteur µ qui se 
lie très fortement aux récepteurs. Elle cause moins de dépression respiratoire que la morphine. 
L’étorphine est un agoniste extrêmement puissant (plus de 1000 fois plus que la morphine), utilisée 
surtout pour l’immobilisation des animaux de grande taille.7,50 
 
La substitution du N-méthyle par un substituant plus encombrant mène à des composés ayant une 
activité antagoniste sur les récepteurs aux opioïdes. Le naloxone (Figure 4) est le premier antagoniste 
opioïde connu et possède une bonne affinité pour les trois sous-types de récepteur, avec une certaine 
préférence pour le récepteur µ. Le naloxone est très utilisé comme outil expérimental ainsi que pour le 
traitement des surdoses d’opioïdes. Le naltrexone est un antagoniste similaire au naloxone, mais qui 
possède une durée d’action plus longue. Ce composé est utilisé, entres autres, pour le traitement de 
l’alcoolisme.7,50 
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Figure 6. Structure des opioïdes dérivés de la phénylpiperidine. 
 
Les opioïdes dérivés de la phénylpiperidine incluent la péthidine, le fentanyl, le sulfentanil et le 
rémifentanil (Figure 6). La péthidine, introduite en 1939, a été le premier médicament entièrement 
synthétique ayant une activité pharmacologique similaire à celle de la morphine, en plus de quelques 
effets secondaires comme l’agitation, des hallucinations et des convulsions. Parce qu’elle ne réduit pas 
la force des contractions utérines, elle est parfois utilisée lors de l’accouchement. Comme la morphine, 
elle cause de la dépendance. Le fentanyl (introduit en 1960) et le sulfentanil sont plus puissants que la 
morphine et agissent plus rapidement, mais leur temps d’action est plus court. Le rémifentanil est un 
analogue du fentanyl qui est métabolisé plus rapidement encore (t1/2 < 10 min), par les estérases. À 
cause de leur courte durée d’action, ces médicaments sont idéaux pour être administrés en infusion 
continue et sont utilisés, entres autres, pour l’anesthésie chirurgicale.7,50 
 
Les composés mentionnés ci-haut se lient au récepteur µ de façon relativement sélective, 
dépendemment du composé. L’activation de ce récepteur est efficace pour le traitement de la douleur 
neuropathique
7
 mais est aussi la cause de plusieurs effets indésirables. Les principaux effets secondaires 
indésirables des opioïdes sont la sédation, la dépression respiratoire, la constipation, la nausée, la 
tolérance et la dépendance.
7,43
 La dépression respiratoire est le plus souvent la cause de décès lors des 
surdoses de morphine. La constipation est un effet secondaire à laquelle la tolérance se développe peu et 
lentement
44
 et qui touche environ 40% des patients utilisant la morphine par voie orale.
51
 Cet effet 
secondaire peut s’avérer très sévère et nuire à l’absorption d’autres médicaments. La tolérance est un 
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processus selon lequel de plus grandes doses sont nécessaires pour obtenir un effet pharmacologique 
donné et se développe lorsque des opioïdes sont administrés de façon répétée pendant quelques jours (la 
tolérance a même déjà été observée avec une seule dose).
7,50
 Cet effet secondaire est un phénomène 
complexe qui implique la désensibilisation des récepteurs et une variété de changements plus 
généralisés, comme l’altération de l’expression génétique ou des changements dans les propriétés des 
circuits neuronaux).
52
 La dépendance fait référence à l’apparition d’effets physiologiques néfastes lors 
de l’arrêt du traitement. Ces symptômes incluent l’irritabilité, la diahrée, la perte de poids, les 
tremblements et l’aggressivité.7 La sévérité relative de ces effets varie d’un opioïde à l’autre et est une 
lacune majeure découlant de leur utilisation. 
 
Les opioïdes exercent leur action en activant les récepteurs aux opioïdes, qui sont des récepteurs 
couplés aux protéines G (RCPG).
7
 Ces récepteurs sont situés, entres autres, dans les membranes 
neuronales (Figure 7). Les protéines G (auxquelles sont couplés les récepteurs aux opioïdes) sont 
couplées directement à des canaux ioniques, et l’activation des récepteurs aux opioïdes cause 
l’ouverture de canaux potassiques dans la membrane cellulaire (incluant le G protein-coupled inwardly-
rectifying potassium channel (GIRK))
52
 ainsi que l’inhibition de l’ouverture de canaux calciques 
voltage-dépendants.
50
 La présence d’ions potassiques (K+) cause l’hyperpolarisation de la membrane, ce 
qui inhibe la capacité de la cellule à émettre un potentiel d’action. L’inhibition de l’entrée des ions 
calciques (Ca
2+) cause la diminution de la relâche de neurotransmetteurs. L’effet global est donc 
inhibiteur au niveau cellulaire.
7
 En plus de l’inhibition des canaux, les opioïdes peuvent inhiber la 
relâche de neurotransmetteurs par d’autres mécanismes, et l’importance relative de ces mécanismes 
varie selon les synapses.
50
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Figure 7. Conséquences de l’activation des récepteurs aux opioïdes. 
 
Une autre conséquence de l’activation des récepteurs aux opioïdes est l’inhibition de l’adénylyl cyclase, 
une enzyme impliquée dans la production d’AMP cyclique, résultant en une chute du niveau d’AMP 
cyclique intracellulaire (ce phénomène est typique de tous les récepteurs couplés aux protéines 
Gi/Go).
7,50
 Dans les neurones afférents primaires, l’AMP cyclique inhibe les canaux cationiques activés 
par l’hyperpolarisation, ce qui réduit le taux de décharge neuronal. Le débit d’information nociceptive 
se rendant au système nerveux central s’en retrouve donc diminué.52 Un troisième phénomène résultant 
de l’activation des récepteurs aux opioïdes est l’activation par phosphorylation des MAP kinases 
(mitogen-activated protein kinase, MAPK), plus spécifiquement des kinases ERK 1 et ERK 2.
53
  
 
L’activation des récepteurs aux opioïdes interfère avec un système neuromodulateur complexe qui est 
impliqué dans le contrôle de comportements essentiels pour la survie de l’espèce, incluant la réponse à 
la douleur, au stress et à la motivation.
43
 Dans le système nerveux central, les opioïdes inhibent la 
relâche de glutamate, de GABA et de glycine.
52
 Les opioïdes inhibent aussi la relâche d’acétylcholine et 
de noradrénaline dans le cortex cérébral. Dans l’intestin, l’inhibition de la relâche d’acétylcholine par la 
morphine est la cause de la constipation résultante.
50
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La morphine exerce une action dépressive dans la moelle épinière, la base des voies spinales de 
l’analgésie par les opioïdes, en plus d’avoir une action au niveau du tronc cérébral et du 
mésencéphale.
54
 Au niveau de la moelle épinière, la morphine inhibe la transmission du signal 
nociceptif de la colonne dorsale de façon présynaptique, en inhibant la relâche de plusieurs 
transmetteurs, ainsi que postsynaptique, en réduisant l’excitabilité des neurones.7 Au niveau trigéminal, 
la morphine bloque la relâche de la substance P.
16
 La voie descendante (du cerveau vers la colonne) 
constitue un important site d’action des opioïdes, qui induisent une analgésie lorsqu’injectés dans le 
cortex insulaire, l’amygdale, l’hypothalamus, la substance grise périaqueductale, le bulbe rostroventral 
et dans la colonne dorsale de la moelle.
7
 
 
En plus de leur mode d’action central, les opioïdes possèdent un mode d’action périphérique selon 
lequel ils inhibent la décharge des terminaux nociceptifs, surtout en conditions inflammatoires. Dans ce 
cas, l’expression des récepteurs aux opioïdes par les neurones sensoriels ainsi que la production 
d’opioïdes par des cellules immunitaires sont plus élevées qu’à l’habitude.7,22 
 
Les récepteurs aux opioïdes ont été identifiés en 1973. Les différents sous-types ont été découverts alors 
qu’il a été observé que différents opioïdes possédaient des profils pharmacologiques très différents. 
Dans les années 90, les gènes encodant les récepteurs µ, δ et κ ont été clonés. Plus tard, un récepteur 
ayant environ 60% d’homologie avec les récepteurs aux opioïdes a été identifié comme étant le opioid 
receptor-like (ORL), aussi connu sous le nom de récepteur à la nociceptine.
7,50
 
 
Les récepteurs aux opioïdes sont des récepteurs couplés à des protéines G et possèdent sept domaines 
transmembranaires.
55
 Leur activation par des peptides opioïdes endogènes régulent les réponses à la 
douleur, au stress et aux émotions. Il a été observé que des souris adultes n’exprimant pas les différents 
sous-types des récepteurs aux opioïdes étaient fertiles et ne présentaient pas de déficit anatomique. 
L’absence d’un sous-type de récepteur n’est donc ni fatale, ni cruciale au développement.43 Ces 
récepteurs sont très répandus dans plusieurs régions du cerveau (cortex insulaire, amygdale, 
hypothalamus et matière grise périaqueudctale) ainsi que dans la colonne dorsale de la moelle 
épinière.
7,56 
 
Les trois sous-types de récepteurs sont très similaires dans leur séquence, leurs différences se situant 
principalement au niveau des extrémités (N et C terminal), du 4
e
 domaine transmembranaire et des 
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boucles extracellulaires
55
 (Figure 8). Au niveau cellulaire, ils causent des effets très similaires. Les 
différentes réponses biologiques venant de leur activation ne proviennent donc pas de différences au 
niveau des réponses cellulaires, mais bien au niveau de la distribution anatomique des récepteurs.
7,50
 
Quelques régions du système nerveux central (notamment, le striatum et la colonne dorsale de la moelle 
épinière) expriment les trois sous-types.
43
 
 
Il est connu que les sous-types de récepteurs aux opioïdes forment des complexes homodimériques et 
hétérodimériques in vitro avec d’autres sous-types du même récepteur. Il a été observé que l’analgésie 
causée par des agonistes sélectifs du récepteur δ est diminuée lorsque ces substances sont administrées à 
des souris n’exprimant pas le récepteur µ, prouvant donc la synergie des récepteurs et suggérant la 
possibilité que le dimère soit requis pour obtenir une analgésie complète.
7,50
 
 
Les récepteurs aux opioïdes, comme plusieurs RCPGs, passent de la membrane cellulaire à des 
compartiments intracellulaires de façon cyclique.
50
 La désensibilisation des récepteurs µ et δ est due au 
fait que l’activation des récepteurs par des agonistes cause la phosphorylation de ceux-ci par des kinases 
de RCPGs (GRKs), ce qui facilite la liaison de l’arrestine et qui empêche le récepteur de se lier aux 
protéines G.
57
 Les récepteurs liés à l’arrestine sont par la suite concentrés dans des puits de clathrine 
puis internalisés dans des endosomes. Ce processus, appelé internalisation,
58
 est très rapide et pourrait 
être impliqué dans le phénomène de la tolérance.
50
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Figure 8. Séquence du récepteur δ. 
Les résidus en rouge sont conservés dans toute la famille de récepteurs semblables à la rhodopsine (qui 
englobe les récepteurs aux opioïdes). Les résidus en bleu sont conservés dans les trois sous-types de 
récepteurs aux opioïdes et les résidus en blanc sont spécifiques au récepteur δ. (Image créée par Kristina 
Rochon et utilisée ici avec son autorisation). 
 
Le récepteur µ est le récepteur activé par la plupart des opioïdes utilisés cliniquement.
59
 Son agoniste 
prototypique est la morphine. Ce récepteur se retrouve, entres autres, dans l’amygdale, le cortex 
insulaire, l’hypothalamus, la matière grise périaqueductale, le bulbe rostroventral ainsi que dans le 
colonne dorsale de la moelle.
7
 Le noyau thalamique est une région qui exprime seulement, parmi les 
trois sous-types de récepteur opioïdergique, le récepteur µ.
52
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Les outils pharmacologiques utilisés le plus couramment pour l’étude du récepteur µ sont le DAMGO 
(D-Ala
2
-N-MePhe
4
,Gly-ol)-enképhaline, Figure 9), qui est un agoniste très sélectif utilisé comme 
radioligand, et le CTOP (D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Orn-Thr-Pen-Thr-NH2), qui lui est un antagoniste.
55
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 9. Structure des deux outils utilisés pour l’étude du récepteur µ. 
 
L’activation du récepteur µ est la cause de la plupart des effets pharmacologiques de la morphine 
(analgésie, dépression respiratoire, constipation, tolérance, dépendance).
7
 La dépression respiratoire, qui 
constitue la première cause de mortalité lors d’intoxications aigües, vient de la présence de récepteurs µ 
dans la colonne respiratoire ventrale de la medulla. Normalement, les changements du taux sanguin de 
CO2 sont détectés par des neurones chimiosensibles dans cette région, et une augmentation du taux de 
CO2 (hypercapnie) cause une augmentation du taux de ventilation. L’activation du récepteur µ a un 
effet dépresseur qui résulte en une baisse de sensibilité des régions régulatrices de la respiration, ce qui 
produit un effet dépresseur sur la réponse hypercapnique et une augmentation du CO2 artériel. La 
constipation, elle, est due à la présence du récepteur µ dans le système gastrointestinal.
7
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La constriction des pupilles, un effet considéré comme étant ni néfaste, ni bénéfique, mais qui peut être 
très utile lors du diagnostique d’intoxications aux opoïdes (la plupart des autres causes de coma et de 
dépression respiratoire produisent une dilatation des pupilles), est le résultat de l’activation des 
récepteurs µ et κ.7 
 
Des trois sous-types, le récepteur µ est celui dont l’activation cause la meilleure analgésie, mais est 
malheureusement accompagnée de graves effets secondaires.
60
 Lorsque de la morphine est administrée 
à des souris n’exprimant pas le récepteur µ, aucun effet analgésique n’est observé. Les autres effets 
(dépendance, sevrage, dépression respiratoire et constipation) ne sont pas observés non plus, ce qui 
démontre que les effets de la morphine dépendent du récepteur µ, et que le développement d’agonistes 
de ce récepteur ne pourra probablement pas mener à la découverte d’un analgésique idéal (sans effets 
secondaires).
43
 Il est généralement accepté que le développement d’un opioïde, quel qu’il soit, qui 
produirait moins d’effets secondaires indésirables que la morphine, à une dose qui causerait le même 
niveau d’analgésie, serait considéré comme une amélioration. 
 
Le récepteur κ a pour agoniste prototypique la kétazocine (Figure 10).  Il est exprimé dans plusieurs 
régions du système nerveux central, et la région du claustrum exprime seulement ce sous-type de 
récepteur opioïdergique. Les composés hallucinogènes (salvinorines) dans la Salvia divinorum, une 
plante consommée récréativement, activent le récepteur κ. Les outils de recherche pharmacologiques 
uilisés pour étudier le récepteur κ sont l’énadoline et U-69,593, qui sont des agonistes sélectifs, ainsi 
que la nor-binaltorphimine, qui est un antagoniste ayant une très grand sélectivité pour le récepteur κ et 
qui possède des effets antidépresseurs..
7,55,61
 Des souris n’exprimant pas le gène encodant le récepteur  
κ avaient le même comportement que des souris normales.43 
 
L’activation du récepteur κ ne cause que très peu de dépendance. Cependant, son activation cause aussi 
de la dysphorie (l’opposé de l’euphorie), des hallucinations et du psychotomimétisme. Des essais 
cliniques sur les effets de l’énadoline ont démontré que, bien que ce composé possède des effets 
analgésiques, des événements neuropsychiatriques indésirables ont aussi été observés chez les patients. 
Ces effets secondaires limitent le développement clinique d’agonistes de ce sous-type de récepteurs aux 
opioïdes. 
7,50
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Figure 10. Structure du ligand prototypique et des outils pharmacologiques principaux utilisés pour 
l’étude du récepteur κ. 
 
Le récepteur δ est un sous-type de récepteur aux opioïdes se retrouvant, entre autres, dans le bulbe 
olfactif, l’amygdale, le noyau accumbens, le néocortex, le cortex profond ainsi que dans le canal 
déférent de la souris (mouse vas deferens), d’où son nom.62 Les outils de recherche pharmacologiques 
utilisés pour étudier le récepteur δ sont le DPDPE  (Figure 11), qui est un agoniste cyclique 
extrêmement sélectif utilisé comme radioligand, et le naltrindole, qui est un antagoniste non 
peptidique.
7,55 
Le naltrindole, un analogue du naltrexone (Figure 4), est le premier ligand sélectif du 
récepteur δ.50 
 
Dans des études animales, il a été observé que l’activation du récepteur δ produit de l’analgésie, surtout 
dans des conditions inflammatoires.
63
 De plus, moins de dépendance et de perte de motilité 
gastrointestinale sont observées lors de l’administration d’agonistes du récepteur δ que lors de 
l’administration d’agonistes du récepteur µ. Il a été posé comme hypothèse que l’activation sélective du 
récepteur δ peut mener à une analgésie dépourvue d’effets secondaires indésirables,64 ce qui fait de ce 
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sous-type de récepteur une cible thérapeutique de choix.
65
 Le récepteur δ est donc très étudié pour le 
développement d’analgésiques.2,66 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 11. Structure du SNC-80 et d’outils pharmacologiques utilisés pour l’étude du récepteur δ. 
 
Le SNC-80 (Figure 11) est un composé qui active sélectivement le récepteur δ. En plus d’avoir des 
propriétés antinociceptives (moins puissantes que la morphine, certes), le SNC-80 semble avoir des 
effets antidépresseurs. De plus, les effets secondaires de constipation, de dépendance et de dépression 
respiratoire sont limités.
63
 Par contre, le risque de convulsions observées lors de son utilisation limite 
son utilité thérapeutique.
50
 Cet effet indésirable a aussi été observé pour d’autres agonistes non 
peptidiques du récepteur δ.67 
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I.3 La Leu-enképhaline 
 
Au moment de la découverte des récepteurs aux opioïdes, aucune hormone ou neurotransmetteur connu 
n’y était associé. Dans les années 1970, il devenait accepté que la fonction des récepteurs aux opioïdes 
n’était pas la médiation des effets pharmacologiques des opiacés. Le but de ces récepteurs étant 
inconnu, Hughes et Kosterlitz ont spéculé qu’il devait exister des agonistes endogènes qui jouaient une 
fonction physiologique.
50
 En 1975, John Hughes a remarqué que des composés extraits de cerveau de 
mammifère mimaient certains effets des opiacés, entres autres l’inhibition des contractions du canal 
déférent de souris (mouse vas deferens),
68,69 
en plus de compétitionner sélectivement pour la liaison des 
récepteurs.
70,71,72
 
 
Ces substances ont été identifiées comme étant des pentapeptides
68,69
 et ont reçu le nom d’enképhalines, 
du grec en kephalos, signifiant « dans la tête ».
7,68,69,73
 Les enképhalines englobent la Leu-enképhaline 
(Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu) et la Met-enképhaline (Tyr-Gly-Gly-Phe-Met) (Figure 12). La découverte de 
ces peptides a mené à celle du récepteur δ, quand il a été observé que leur activité in vitro était 
différente de celui des ligands opioïdes prototypiques.
74
 
 
 
Figure 12. Structure des enképhalines. 
 
Par la suite, d’autres peptides ont été extraits de l’hypophyse75 et de l’hypothalamus.76 Il a été observé 
que ces peptides possédaient des masses molaires de beaucoup supérieures à celles des enképhalines et 
une action similaire à la morphine. Ces peptides ont été nommés endorphines.
7
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Les peptides endogènes sont classés dans trois familles en fonction du précurseur duquel ils proviennent 
(pro-enképhaline, prodynorphine et pro-opiomélanocortine).
50,55,56
 La pro-enképhaline, un peptide 
exprimé autant dans des sites neuronaux que dans des sites non neuronaux, lorsqu’elle est clivée, 
produit les enképhalines, en plus de d’autres produits opioïdes.50 La prodynorphine, elle, est un 
précurseur des dynorphines, des peptides débutant par la même séquence peptidique que la Leu-
enképhaline.
50
 La pro-opiomélanocortine est un précurseur considéré multifonctionnel qui peut mener à 
plusieurs peptides (dont des hormones) et à la β-endorphine, un peptide constitué de trente-et-un acides 
aminés.
50
 Il est à noter que, pour un peptide, la sélectivité envers les différents sous-types de récepteurs 
ne dépend pas de la prohormone de laquelle il provient.
55
 Les précurseurs eux-mêmes ont des affinités 
différentes (mais non sélectives) envers les trois sous-types. Les dynorphines, ayant une grande affinité 
pour le récepteur κ, sont considérées comme étant ses ligands endogènes, bien qu’elles aient tout de 
même une certaine affinité pour les deux autres sous-types. Les enképhalines, avec la β-endorphine, 
constituent les ligands endogènes du récepteur  δ. La β-endorphine possède aussi une bonne afinité pour 
le récepteur µ et est considérée son ligand endogène, avec les endomorphines, des tétrapeptides qui 
possèdent une affinité et une sélectivité exceptionnelle pour le récepteur µ (Figure 13).
7,50,55
  
 
 
 
Figure 13. Structure des endomorphines et de la deltorphine II. 
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Certains amphibiens produisent des peptides opioïdes contenant des acides aminés D. Notamment, la 
deltorphine II (Tyr-D-Ala-Phe-Glu-Val-Val-Gly-NH2, (Figure 13), produite par Phylomedusa 
sauvagei, une grenouille amazonienne, possède une affinité et une sélectivité exceptionnelle pour le 
récepteur δ et est utilisée comme outil pharmacologique dans l’étude de ce sous-type.50,77 
 
I.3.1. Profil pharmacodynamique 
 
La Leu-enképhaline, bien qu’elle possède une certaine sélectivité pour le récepteur δ, active tout de 
même le récepteur µ à un certain degré (environ cinq fois moins que le récepteur δ).50 Les enképhalines 
n’ont pratiquement pas d’affinité pour le récepteur κ, et il a été démontré que la présence d’une arginine 
en position 6 est essentielle à la liaison à ce sous-type de récepteur.
55
 Les peptides opioïdes endogènes 
possèdent tous la séquence Tyr-Gly-Gly-Phe. La tyrosine (qui contient le pharmacophore tyramine) à la 
position N terminale leur confère une certaine similitude structurale avec la morphine.
55
 
 
Des études faites sur l’affinité d’analogues de Leu-enképhaline, dont certains acides aminés ont été 
substitutés par d’autres acides aminés, sur des récepteurs aux opioïdes de cerveaux de rat ainsi que sur 
leur activité sur l’inhibition du mouse vas deferens ont permis d’obtenir des données cruciales sur les 
rôles respectifs des différents acides aminés de la Leu-enképhaline.
73
 Selon les données recueillies lors 
de l’étude sur l’importance de la tyrosine, un groupement aromatique phénolique est essentiel à 
l’affinité et à l’activité du peptide, qui sont perdues lorsque le groupement phénol est bloqué par un 
méthyle ou est absent. De plus, la substitution du premier acide aminé par son énantiomère mène à un 
peptide qui n’a plus d’affinité pour le récepteur. La stéréochimie de la chaine latérale est donc 
importante. 
 
Concernant le second acide aminé, aucune substitution par un acide aminé naturel n’est tolérée. Seule la 
substitution par l’énantiomère D de l’alanine mène à un peptide ayant, fait intéressant, une meilleure 
affinité pour le récepteur ainsi qu’une meilleure activité biologique sur l’inhibition du mouse vas 
deferens.  
 
Pour ce qui est du troisième acide aminé ainsi que du quatrième acide aminé, les substitutions sont 
encore plutôt mal tolérées. La chaîne latérale du quatrième acide aminé doit obligatoirement être 
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constituée d’un groupement aromatique non phénolique. Comme dans le cas de la tyrosine, la 
stéréochimie de l’acide aminé est importante. 
 
Le cinquième acide aminé, quant à lui, tolère relativement bien la substitution par d’autres acides 
aminés lipophiles. Cependant, au fur et à mesure que la longueur de la chaine latérale diminue, l’affinité 
pour le récepteur et l’activité biologique diminuent en même temps que la lipophilicité. Il serait donc 
possible que cette partie du peptide soit impliquée dans des interactions hydrophobes avec le récepteur 
δ. De tous les acides aminés constituant le peptide, le cinquième est le seul qui tolère la substitution 
(sans grand effet sur l’affinité et l’activité) par son énantiomère, soit la D-Leucine. De plus, lorsque 
l’acide carboxylique terminal est remplacé par un ester de méthyle, une perte considérable dans 
l’affinité et l’activité du peptide résultant est observée, ce qui pourrait indiquer l’importance de l’acide 
dans la liaison et l’activation du récepteur.73 
 
Une théorie, selon laquelle un ligand est constitué d’une partie « message » et d’une partie « adresse », 
s’applique bien à la Leu-enképhaline. Le « message », responsable de l’activation du récepteur, se lie à 
la même région des récepteurs µ et δ et est constitué de Tyr-Gly-Gly-Phe, ce qui pourrait expliquer les 
résultats négatifs obtenus lors de la substitution d’acides aminés dans cette section. L’ « adresse », elle, 
se retrouve dans la partie C terminale et est responsable de la sélectivité pour le récepteur δ.55 
 
La Leu-enképhaline étant une molécule linéaire très flexible, elle peut adopter plusieurs conformations. 
Des études cristallographiques par diffraction de rayons X effectuées sur le peptide ont démontré 
qu’elle peut cristalliser sous plusieurs formes, dont plusieurs impliquent des molécules d’eau. De ces 
structures, deux ont une forme étendue (non repliée) et impliquent plusieurs molécules,
78,79 
alors que 
d’autres impliquent un repliement de la Leu-enképhaline. Une première forme repliée semble indiquer 
une structure en pli β impliquant la chaîne Tyr-Gly-Gly-Phe, les ponts hydrogène intramoléculaires 
antiparallèles se retrouvant entre l’azote de la tyrosine et le carbonyle de la phénylalnine (2,86 Å) et 
entre le carbonyle de la tyrosine et l’azote de la phénylalanine (2,99 Å).80  Une second forme repliée 
implique deux ponts hydrogène, l’un entre le carbonyle de la tyrosine et l’azote de la phénylalanine 
(2,98 Å), et l’autre entre le carbonyle de la glycine en position deux et l’azote de la leucine (3,11 Å).81 
Dans toutes les structures cristallisées de la Leu-enképhaline, tous les liens amides se retrouvaient en 
conformation trans. 
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Bien que ces données puissent nous donner certaines informations potentiellement utiles, la 
conformation active des enképhalines n’est pas encore résolue. En effet, l’adaptation induite résultante 
des interactions avec le récepteur peut mener à une conformation très différente de celle en solution ou 
de celle qui se retrouve dans un cristal.
82
 
 
I.3.1. Profil pharmacocinétique 
 
La Leu-enképhaline, malgré son profil pharmacodynamique très intéressant, ne provoque pas 
d’analgésie suite à une administration intraveineuse.83 Deux facteurs principaux nuisent à son profil 
pharmacocinétique. 
 
Premièrement, la barrière hémato-encéphalique empêche les enképhalines de se rendre au système 
nerveux central, où les récepteurs aux opioïdes sont situés.
84
 La barrière hémato-encéphalique constitue 
le mur endothélial des capillaires du cerveau et bloque la plupart des neurotransmetteurs (comme les 
monoamines et l’acétylcholine). Lorsque la Leu-enképhaline est injectée par la carotide, seulement 
environ 4% se retrouve dans le système nerveux central. L’entrée de composés dans le système nerveux 
central se fait soit par la traversée de la barrière, soit par transport actif.
83,85 
Une propriété très 
importante pour l’entrée d’un composé dans la barrière hémato-encéphalique est la lipophilicité, qui se  
mesure de façon empirique avec le LogD7.4, le logarithme du coefficient de partition (ratio des 
concentrations) d’une substance entre de l’octanol et une solution aqueuse à pH physiologique (7,4). 
Une façon de prédire la lipophilicité de façon théorique est le calcul de l’aire totale de surface polaire 
(tPSA, de l’anglais total polar surface area), définie comme étant la somme de la surface de tous les 
atomes polaires d’une molécule. Des études statistiques ont démontré que les 25 médicaments ayant la 
meilleure perméabilité avaient en moyenne un LogD7.4 calculé de 2.1 et une tPSA de 47 Å
2
. Les valeurs 
suggérées vont de 2 à 5 pour le LogD7.4 et sont inférieures à 90 Å
2 
pour la tPSA, avec 61% des 
médicaments se rendant au système nerveux central dans ces plages de valeurs.
86
 La Leu-enképhaline, 
avec un LogD7.4 de -0,886 et une tPSA de 199,95 Å
2
,
87
 n’est pas assez lipophile pour pénétrer la 
barrière hémato-encéphalique. Le second mécanisme, impliquant des transporteurs transmembranaires, 
est parfois observé pour certaines substances hydrophiles (comme des nutriments et des hormones 
thyroïdiennes). Cependant, ce mécanisme ne s’applique pas à la Leu-enképhaline, puisqu’il a été 
démontré qu’il n’existe pas de transporteur dans la barrière hémato-encéphalique ayant une bonne 
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affinité pour ce composé.
85
 De plus, la Leu-enképhaline est un substrat de la glycoprotéine P (P-gp), 
dont le rôle est le transport de substances vers l’extérieur des cellules.88 
 
Dans certains cas, des peptides (par exemple, l’insuline) peuvent avoir un effet indirect sur le système 
nerveux central en interagissant avec des récepteurs (qui possèdent les mêmes caractéristiques que les 
récepteurs périphériques) dans la barrière hémato-encéphalique. Cependant, il n’existe pas de tels 
récepteurs pour les enképhalines.
85
 
 
Deuxièmement, la Leu-enképhaline est la cible de l’action d’enzymes peptidases (entres autres, 
l’enképhalinase EC 3.4.24.11 et l’aminopeptidase M EC 3.4.11.2). En effet, suite à une injection intra-
cérébroventriculaire, les effets analgésiques résultants ne sont observés que pendant une très courte 
durée (t1/2 ≈ 2 min).
73,87
 Dans des essais sur la perméation de la barrière hémato-encéphalique, il a été 
observé que de la tyrosine libre était retrouvée dans le système nerveux central et que le tétrapeptide 
Tyr-Gly-Gly-Phe était présent dans le sang, ce qui pourrait indiquer la présence aminopeptidases et de 
carboxypeptidases dans la barrière hémato-encéphalique. Le tripeptide Tyr-Gly-Gly a aussi été détecté, 
ce qui indique un clivage du lien amide Gly-Phe. Ce phénomène de dégradation enzymatique est aussi 
observé pour d’autres neurotransmetteurs.85 
 
La Leu-enképhaline possède donc un profil pharmacocinétique très limitant quant à son utilisation 
comme médicament. Ces propriétés sont principalement dues, entres autres, à sa nature peptidique. En 
effet, les peptides, étant des composés très hydrophiles, ne peuvent que très rarement traverser la 
barrière hémato-encéphalique. De plus, sa vulnérabilité enzymatique est aussi due à la présence de liens 
peptidiques. Parce qu’ils sont très hydrophiles et qu’ils sont sensibles à la dégradation par les protéases, 
les amides sont une cible stratégique pour améliorer le profil pharmacocinétique de la Leu-enképhaline. 
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I.4 Le bioisostérisme 
 
Le concept de l’isostérisme date approximativement d’un siècle. En 1919, Langmuir remarque des 
similarités entre des propriétés physicochimiques de certains atomes, groupements, radicaux ou 
molécules et appelle ces entités possédant des ressemblances des isostères. Les groupes d’espèces 
chimiques qui attirent son attention sont, entres autres, l’azote moléculaire et le monoxyde de carbone, 
le méthane et l’argon, et le cation du potassium et l’ion ammonium. En se basant sur la théorie de 
l’octet, il déduit que ces entités possèdent le même nombre d’électrons et définit les isostères comme 
étant des composés ou groupes d’atomes possédant le même nombre et le même arrangement 
d’électrons.89 
 
Par la suite, le concept a évolué, en passant par la loi du déplacement d’hydrure de Grimm90 pour 
ensuite être défini comme incluant des atomes, des ions et des molécules pour lesquels les couches 
électroniques périphériques peuvent être considérées identiques.
91
 Selon cette nouvelle définition, PH3, 
SH2, HI, HBr et HCl sont des isostères. 
 
L’application croissante de l’isostérisme sur des molécules biologiquement actives a mené au terme 
« bioisostère » qui, initiallement, en 1951, incluait « tous les atomes et molécules qui entrent dans la 
définition la plus large des isostères et qui possèdent une activité biologique semblable ».
92
 Selon cette 
définition, le protoxyde d’azote (N2O) et le gaz carbonique (CO2) sont de bons exemples de bioisostères 
parce qu’ils remplissent les conditions requises pour être considérés comme des isostères et qu’ils 
agissent tous les deux comme des anesthésiants réversibles sur le myxomycète Physarum 
polychepalum.
93
  
 
Plus tard, en 1991, la définition d’isostère a été élargie pour englober « toutes les molécules ou 
groupements qui possèdent une forme et un volume moléculaires qui sont presque égaux, environ la 
même distribution électronique, et des propriétés physiques similaires ».
94
 Le critère le plus important 
qui définit des bioisostères est l’activité biologique : des composés analogues contenant des bioisostères 
agissent sur la même cible pharmacologique (en tant qu’agonistes ou en tant qu’antagonistes). 
 
Plusieurs composés qui semblent prometteurs au niveau de leur utilisation potentielle en tant que 
médicament causent des effets secondaires indésirables ou, à cause de certains éléments de leur 
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structure, sont limités au niveau de leur biodisponibilité et démontrent des problèmes au niveau de leur 
métabolisme et de leur excrétion. Le bioisostérisme est une approche qualitative et intuitive très utilisée 
en chimie médicinale qui permet la modification rationelle de composés prometteurs  pour l’obtention 
de molécules ayant différentes stabilités métaboliques, différentes sélectivités envers les récepteurs et 
différentes propriétés pharmacologiques et pharmacocinétique, dans le but d’obtenir des composés plus 
efficaces et plus sécuritaires.
95,96
  
 
Dans le cas de la molécule qui constitue notre champ d’intérêt, la Leu-enképhaline, l’activité biologique 
orale est impossible à cause de sa faible lipophilicité (LogD7.4 de -0,886, alors que la valeur suggérée 
est de 2)
86
 et de sa vulnérabilité aux enzymes plasmatiques (t1/2 de 4,5 minutes dans du plasma dilué de 
moitié). Un élément de sa structure chimique qui contribue à ces deux faiblesses est la présence de 
quatre liens amides. En effet, les amides sont le site de dégradation par les enzymes et contribuent 
fortement à la polarité de la molécule (donc à sa faible lipophilicité). Il serait donc ingénieux d’utiliser 
le bioisostérisme pour remplacer ces amides par d’autres groupements qui seraient potentiellement plus 
résistants aux enzymes et plus lipophiles, ce qui donnerait naissance à des molécules dites 
peptidomimétiques, qui pourraient démontrer un profil pharmacocinétique amélioré par rapport à la 
Leu-enképhaline. Plusieurs isostères sont isolés, en ce moment même, pour le dévelopement 
d’analogues d’hormones, de facteurs de croissance, de neurotransmetteurs, d’immunomodulateurs, 
d’agonistes, d’antagonistes et d’inhibiteurs.96 
 
Dans un peptide, les amides peuvent jouer soit un rôle structural (en créant un espace entre les 
différentes chaînes latérales des acides aminés)
97
, soit un rôle au niveau des interactions intra-
moléculaires (permettant ainsi au peptide d’adopter une conformation repliée) ou inter-moléculaires 
(permettant au peptide de se lier à sa cible biologique) en étant impliqué en tant que donneur ou 
accepteur de pont hydrogène,
98
 ou en participant à des interactions électrostatiques, hydrophobes, ou à 
des interactions π. L’utilisation de bioisostères d’amides pourrait donc permettre l’obtention de données 
cruciales à l’élucidation du rôle des différents amides du peptide.96 
 
L’application du bioisostérisme en chimie peptidique et le développement de molécules 
peptidomimétiques étant des domaines très étudiés, les bioisostères qui miment les similarités stériques, 
topologiques et électroniques de l’amide sont très variés. Entres autres, les amides peuvent dans certains 
cas être remplacés par des 1,2,4-oxadiazoles
99
, des 1,3,4-oxadiazoles,
100
 des triazoles,
101
 des 2-
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isoxazolines,
102
 des imidazolines,
103
 des amides inversés,
104
  des amides homologués,
105
 des 
cétométhylènes,
105
 des urées,
105
 des méthylènes amino,
105
 des carbamates,
105
 des thiocarbamates,
105
 des 
sulfonamides,
105
 des hydroxyéthylènes,
105
 des alcènes,
106
 des esters,
107
 des N-méthylamides,
108
 des 
thioamides
109
 et des fluoroalcènes
110
 (Figure 14).
105
 
 
 
 
 
 
Figure 14. Exemples de bioisostères d’amides. 
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Les cinq derniers bioisostères d’amides énumérés ci-haut ont été choisis pour l’incorporation dans la 
Leu-enképhaline et seront décrits plus en détail. Une propriété importante dans ces choix était la 
planarité de l’isostère. En effet, un amide est considéré comme étant planaire, à cause de la forme limite 
de résonance impliquant la délocalisation du doublet libre de l’azote dans l’orbitale antiliante du 
carbonyle. De plus, l’atome d’hydrogène et l’atome d’azote de l’amide sont souvent en conformation 
trans l’un par rapport à l’autre.96 
 
I.4.1. Les alcènes trans utilisés comme bioisostères d’amides 
 
Les alcènes trans constituent les isostères qui ressemblent le plus aux amides en ce qui a trait à la 
géométrie, à la longueur du lien, aux angles des liens ainsi qu’à la rigidité, bien qu’il y ait quelques 
subtiles différences au niveau de leur orientation spatiale. La distance séparant les carbones chiraux de 
deux acides aminés adjacents (3,8 Å) est pratiquement la même lorsque le lien peptidique séparant ces 
deux acides aminés est substitué par un alcène.
96,111
 
 
Cependant, les alcènes, parce qu’ils ne possèdent pas d’hétéroatome, possèdent des propriétés 
électroniques et électrostatiques très différentes. Entres autres, ils ne peuvent pas être impliqués dans 
des ponts hydrogène intramoléculaires ou intermoléculaires, ce qui peut être considéré comme 
désavantageux.
 Par contre, si les liens amides qu’ils remplacent ne sont pas impliqués dans de telles 
intractions, les composés peptidomimétiques résultants gardent souvent une bonne partie de l’activité 
biologique et ne changent pas la conformation globale du peptide parent. Il a été observé que les alcènes 
trans miment bien un lien peptidique situé dans un tournant β, mais qu’ils ont une action déstabilisante 
dans les hélices α.96,111 
 
Les alcènes trans sont déjà très utilisés pour la conception de molécules peptidomimétiques. Entres 
autres, on retrouve des analogues d’inhibiteurs de la protéase du VIH-1, des inhibiteurs de protéines 
kinases et de récepteurs avec cet isostère.
96
 Il a été observé qu’un inhibiteur de GPR54 analogue de la 
métastine dont un amide a été remplacé par un alcène trans (Figure 15) avait une meilleure résistance 
aux enzymes que l’analogue original.106 Les isostères de dipeptides incluant un alcène trans ont aussi 
déjà été utilisés dans des analogues de la substance P pour mener à des composés ayant une activité 
biologique comparable à la substance non modifiée.
112
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Figure 15. Structure d’un composé peptidomimétique contenant un alcène trans isostère d’amide. 
 
Plusieurs méthodes de synthèse existent présentement pour la synthèse d’alcènes trans isostères de 
dipeptides.
84
 Une de ces méthodes implique la métathèse d’oléfines pour former le lien double carbone-
carbone (équation 1).
113
 
 
Une autre méthode très utilisée implique l’alkylation d’un alcène conjugué en utilisant un 
organocuprate (Schéma 1).
114
 
 
 
 
 
 
Schéma 1 
 
À des fins de clarté, la notation Xxx-//-Yyy sera utilisée dans cet ouvrage pour désigner un alcène trans 
isostère d’amide. Par exemple, le dipeptide H-Tyr-Gly-OH dont l’amide a été remplacé par un alcène 
trans sera désigné par H-Tyr-//-Gly-OH (Figure 16). 
 
 38 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 16. Structure et notation utilisées pour un alcène trans isostère d’amide. 
 
I.4.2. Les esters utilisés comme bioisostères d’amides 
 
Les esters ont des paramètres géométriques comparables à ceux des amides. Ils sont planaires, à cause 
de la délocalisation de la paire d’électron non liante de l’oxygène de l’ester.  Comme dans le cas de 
l’amide, la conformation trans est plus stable. Par contre, la barrière rotationnelle de l’ester (11 
kcal/mol) est inférieure de celle de l’amide (20 kcal/mol), et ils sont donc plus flexibles.111 
 
Les esters, contrairement aux amides, ne peuvent pas jouer le rôle de donneur de pont hydrogène. Ils 
jouent moins bien le rôle d’accepteur de pont hydrogène que l’amide et, lorsqu’ils jouent ce rôle, la 
distance entre l’oxygène du carbonyle et l’azote de l’acide aminé donneur (3,1 – 4,0 Å) est plus grande 
que dans le cas d’un pont hydrogène impliquant deux amides (3,0 Å). Les propriétés différentes des 
ponts hydrogène dans lesquels ils sont impliqués amènent de grandes différences au niveau de la 
structure secondaire du peptide ou de la protéine dans lequel ils sont situés. Les esters sont connus pour 
déstabiliser les hélices α et les feuillets β.111 
 
Dans la nature, les esters se retrouvent dans plusieurs peptides (appelés depsipeptides) linéaires et 
cycliques, qui proviennent d’organismes marins, de bactéries, et de champignons.115 Certains de ces 
depsipeptides ont des propriétés anticancéreuses, antibactériennes, anti-virales et anti-inflammatoires.
116
 
La dolastatine 15 (Figure 17) est un exemple de depsipeptide linéaire ayant une activité 
anticancéreuse.
107
 Pour ce qui est des depsipeptides cycliques, la didemnine B (Figure 17) possède une 
activité inhibitrice envers l’Herpes simplex; la kahalalide F et la romidepsine ont un potentiel 
anticancer, alors que l’aplidine et la valinomicine ont des effets antiviraux.115,117 Les esters sont aussi 
utilisés pour étudier le rôle des amides dans des protéines.
111
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Figure 17. Structure de depsipeptides possédant une activité biologique. 
 
En plus d’être vulnérables aux enzymes peptidases (comme les amides),96,111 les esters sont dégradés in 
vivo par les estérases.
118
 Cependant, il a déjà été observé que l’incorporation d’esters dans un peptide a 
mené à des composés plus résistans à la dégradation enzymatique.
119,120
 
 
Les esters isostères d’amides sont synthétisés directement en traitant l’acide aminé avec du nitrite de 
sodium dans l’acide sulfurique dilué, ce qui permet l’obtention de l’alcool correspondant avec rétention 
complète de la configuration (équation 2).
121
 Suite à la protection de l’acide carboxylique, l’alcool peut 
être couplé avec un acide aminé (par exemple, en utilisant DIC) pour obtenir l’ester correspondant. 
 
. 
 
 
 
À des fins de clarté, la notation Xxx-O-Yyy sera utilisée dans cet ouvrage pour désigner un ester 
isostère d’amide. Par exemple, le dipeptide H-Phe-Leu-OH dont l’amide a été remplacé par un ester  
sera désigné par H-Phe-O-Leu-OH (Figure 18). 
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Figure 18. Structure et notation utilisées pour un ester isostère d’amide. 
 
I.4.3. Les N-méthylamides utilisés comme bioisostères d’amides 
 
Les N-méthylamides miment quelques propriétés des amides. Cependant, ils introduisent un 
encombrement stérique supplémentaire dû à la présence du méthyle supplémentaire. De plus, ils 
amènent une distortion à la planarité de l’amide et restreignent l’espace conformationnel autour de 
l’amide.96 Les N-méthylamides ont plus de facilité à adopter la conformation cis, ce qui est très rare 
dans les liens peptidiques (sauf dans le cas de la proline).
122
 Dans toutes les structures cristallisées de la 
Leu-enképhaline, tous les liens amides se retrouvent en conformation trans.
79,80,81
 
 
Comme les esters, les N-méthylamides ne peuvent pas agir en tant que donneurs de pont hydrogène, 
mais seulement comme accepteurs. En raison de l’absence d’hydrogène sur l’azote, les molécules 
peptidomimétiques contenant un N-méthylamide possèdent une meilleure perméabilité et traversent 
mieux la barrière hémato-encéphalique que les peptides non méthylés.
123
 La N-alkylation protège aussi 
parfois contre la dégradation, en augmentant la lipophilicité et en changeant la conformation (ce qui 
peut nuire à la reconnaissance par une enzyme).
96
 
 
L’incorporation de N-méthylamides isostères d’amides mène parfois à des composés ayant une activité 
biologique améliorée.
124
 Ces isostères ont déjà été incorporés dans des hormones (comme 
l’angiotensine et la bradykinine), ce qui a mené à des composés peptidomimétiques ayant une meilleure 
activité.
96
 D’autres expériences faites sur un peptide cyclique analogue de la somatostatine (cyclo(NMe-
Ala-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Phe)) ont démontré qu’il était 50 fois plus puissant que la somatostatine pour 
l’inhibition de la relâche d’insuline, de glucagon et d’hormones de croissance.125 
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Dans le monde des opioïdes, cet isostère a été utilisé pour synthétiser des analogues de Met-enképhaline 
et de tétrapeptides démontrant une meilleure résistance aux peptidases.
108,126,127
 Le DAMGO (Figure 
9), un des outils pharmacologiques les plus utilisés dans l’étude du récepteur µ, contient un N-
méthylamide.
55
 
 
Une méthode simple utilisée pour la synthèse de N-méthylamides isostères de liens peptidiques consiste 
en la méthylation d’acides aminés, dont l’amine a été protégée, en utlisant de l’iodométhane et de 
l’hydrure de sodium (équation 3). Cette méthode fonctionne pour la N-méthylation d’acides aminés 
neutres, notamment l’alanine, la leucine, la valine, l’isoleucine, la thréonine, la tyrosine (dont le phénol 
est protégé par un groupement benzyle) et la sérine.
128
 
 
 
 
 
À des fins de clarté, la notation Xxx-NMe-Yyy sera utilisée dans cet ouvrage pour désigner un N-
méthylamide isostère d’amide. Par exemple, le dipeptide H-Phe-Leu-OH dont l’amide a été remplacé 
par un N-méthylamide sera désigné par H-Phe-NMe-Leu-OH (Figure 19). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 19. Structure et notation utilisées pour un N-méthylamide isostère d’amide. 
 
I.4.4. Les thioamides utilisés comme bioisostères d’amides 
 
Les thioamides sont des isostères d’amides au sens le plus strict, car ils possèdent le même nombre 
d’atomes, le même nombre d’électrons de valence et le même arrangement électronique.111 Cependant, 
quelques différences existent. Par exemple, l’atome de soufre d’un thioamide, parce qu’il est moins 
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anionique que l’atome d’oxygène d’un amide et parce qu’il est plus grand, accomode mieux la charge 
négative que l’oxygène, ce qui fait en sorte que la forme limite de résonance impliquant un double lien 
C=N est plus importante dans le cas du thioamide.
129
 Par conséquent, le lien C=S (1,65 Å) est plus long 
que le lien C=O de l’amide (1,23 Å), et le lien C-N est légèrement plus court dans le cas du thioamide 
(1,35 Å) que dans le cas de l’amide (1,37 Å).130 De plus, la barrière de rotation des thioamides est 
supérieure à celle des amides de 2 à 3 kcal/mol.
111
 
 
Lorsqu’ils jouent le rôle d’accepteur de pont hydrogène, la force du lien non covalent S…H est plus 
faible (d’environ 1,6 kcal/mol) que celle du lien O…H (pour l’amide). Lorsqu’ils jouent le rôle de 
donneurs, le lien H…O est plus fort que le même lien pour l’amide d’environ 2 kcal/mol. Les 
thioamides sont donc moins bons accepteurs mais meilleurs donneurs de pont hydrogène que les 
amides.
96,111
 Lorsqu’ils sont incorporés dans des structures secondaires classiques (hélices α et feuillets 
β), les thioamides vont causer une déstabilisation (et une modification) de la structure, qui est due aux 
différences de longueurs de pont hydrogène entre les thioamides (2,7 Å lorsque le thioamide agit 
comme accepteur de pont hydrogène) et les amides (2,1 Å).
111
 Dans certains cas, les thiopeptides sont 
plus stables à la protéolyse que les peptides, en partie à cause des changements qu’ils entraînent dans la 
structure secondaire des peptides.
96,131 
 
L’incorporation de thioamides dans des peptides utilisés, entres autres, comme modificateurs de 
réponses biologiques, comme neuroeffecteurs et comme immunomodulateurs a mené à des analogues 
possédant une activité in vivo accrue, une meilleure sélectivité envers la cible biologique ainsi qu’une 
plus grande résistance à l’hydrolyse enzymatique.109,132 Des thiopeptides ont déjà été utilisés comme 
inhibiteurs d’isomérases qui catalysent la rotation du lien C-N du lien peptidique, étant donné la 
barrière de rotation plus importante dans le cas des thioamides.
133
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Figure 20. Structure du réactif de Lawesson. 
 
La synthèse de thioamides isostères d’amides utilise comme agent clé le réactif de Lawesson (Figure 
20). Le réactif de Lawesson réagit avec les amides pour les transformer en thioamides.
134
 Lorsque le 
substrat est un dipeptide, le produit obtenu est un isostère du dipeptide qui peut être par la suite 
incorporé dans le peptide d’intéret (équation 4).131 Une lacune de cette méthode est que l’activation de 
l’extrémité C-terminale du thiopeptide mène souvent à l’épimérisation de l’un des centres chiraux. Une 
solution à ce problème réside dans certaines techniques de thioacylation contrôlées.
131
 
 
 
 
Une de ces techniques consiste en la thionation sur un amide situé en C terminal du peptide à allonger 
(équation 5). Suite à une activation de l’acide, le partenaire amine (reste du peptide ou seulement le 
prochain acide aminé) peut se coupler au thioacyle activé de façon sélective comme dans la synhèse 
peptidique classique. Les agents activants utilisés fréquemment sont les benzimidanolinones, les 
phtalimides et les nitrobenzotriazoles.
131
 Un exemple d’activation sous forme de nitrobenzotriazole est 
démontré ci-dessous (équation 6).
109
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À des fins de clarté, la notation Xxx-CSNH-Yyy sera utilisée dans cet ouvrage pour désigner un 
thioamide isostère d’amide. Par exemple, le dipeptide H-Gly-Gly-OH dont l’amide a été remplacé par 
un thioamide sera désigné par H-Gly-CSNH-Gly-OH (Figure 21). 
 
 
 
 
 
 
Figure 21. Structure et notation utilisées pour un thioamide isostère d’amide. 
 
I.4.5. Les fluoroalcènes utilisés comme bioisostères d’amides 
 
Comme dans le cas des alcènes, les fluoroalcènes miment très bien plusieurs facteurs géométriques, en 
plus de pallier les lacunes des alcènes. Contrairement aux alcènes, les fluoroalcènes possèdent un atome 
de fluor, qui peut mimer, jusqu’à un certain point, l’atome d’oxygène de l’amide, entres autres au 
niveau de leur rayon de Van der Waals (1,47 Å pour le fluor et 1,52 Å pour l’oxygène). Ils ont donc la 
possibilité d’agir en tant qu’accepteurs de ponts hydrogène, quoiqu’ils jouent ce rôle moins bien qu’un 
amide.
 
De plus, les fluoroalcènes possèdent un moment dipolaire plus près de celui de l’amide (1,4 D 
pour les fluoroalcènes et 3,6 D pour les amides, comparé à 0,1 D pour les alcènes) et ils sont considérés 
comme étant très hydrophobes (plus que les alcènes), ce qui les rend très intéressants comme isostères 
pour améliorer la capacité de perméabilité des membranes. 
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Malheureusement, les fluoroalcènes ne miment pas quelques caractéristiques importantes de l’amide. 
Dû à l’absence d’azote, les fluoroalcènes ne peuvent pas agir en tant que donneur de pont hydrogène. 
De plus, comme la plupart des bioisostères d’amides, les fluoroalcènes perturbent les structures des 
tournants β et des hélices α.96,111,135 
 
Les fluoroalcènes isostères d’amides ont déjà été impliqués dans la synthèse d’un analogue de la 
substance P qui s’est avéré être presqu’aussi actif que le peptide non modifié, et plus stable et plus affin 
que le peptide contenant un alcène. Les fluoroalcènes ont aussi été employés pour la synthèse 
d’inhibiteurs de dipeptidases.110 
 
Plusieurs méthodes sont connues pour la synthèse de fluoroalcènes. Une méthode très employée et très 
polyvalente présente comme étape clé la réduction d’un alcène conjugué à l’aide d’un organocuprate 
suivi d’une alkylation (Équation 7). L’incorporation d’un auxiliaire chiral (dérivé du camphre, par 
exemple) permet l’obtention du diastéréoisomère voulu, ce qui permet la synthèse d’isostères d’acides L 
et D.
135
 
 
 
 
 
 
À des fins de clarté, la notation Xxx-F//-Yyy sera utilisée dans cet ouvrage pour désigner un 
fluoroalcène isostère d’amide. Par exemple, le dipeptide H-Gly-Phe-OH dont l’amide a été remplacé 
par un fluoroalcène sera désigné par H-Gly-F//-Phe-OH (Figure 22). 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 22. Structure et notation utilisées pour un fluoroalcène isostère d’amide. 
  
 46 
I.5 Approche 
 
I.5.1. Résultats préliminaires 
 
Les quatre amides de la Leu-enképhaline ont été remplacés séquentiellement et systématiquement par 
des alcènes, des esters, des N-méthylamides et des thioamides. Par la suite, l’affinité et l’activité sur le 
récepteur δ ont été testées. Les résultats obtenus ont été publiés dans ACS Chemical Neuroscience.84,87 
 
L’affinitié des molécules peptidomimétiques pour le récepteur δ a été mesurée par des essais de liaison 
compétitive avec la deltorphine II tritiée à 1 nM sur une préparation de membrane de cellules GH3 
exprimant le récepteur δ (Tableau 1). Les deux composés compétitionnant pour la même cible, la 
liaison de la deltorphine II tritiée est inhibée d’une manière dépendante de la concentration par la 
molécule peptidomimétique. La valeur de la constante d’inhibition (Ki) représente la concentration de 
molécule peptidomimétique théoriquement requise pour occuper la moitié des récepteurs, si le 
radioligand (deltorphine II) n’était pas présent. Elle se mesure selon l’équation : Ki = IC50 / (1+([L]/Kd)) 
où Ki représente la constante d’inhibition, IC50 représente la concentration requise de composé 
peptidomimétique pour inhiber 50% de la liaison du radioligand, [L] représente la concentration du 
radioligand et Kd représente la constante de dissociation du radioligand. 
 
Tableau 1. Valeurs de Ki exprimées en nanomoles par litres (nM) pour les composés 
peptidomimétiques de la Leu-Enképhaline.
a 
 
Substituant Amide 1 Amide 2 Amide 3 Amide 4 
Leu-enképhaline 6,3 ± 0,9 
Alcène 
b
 13,1 ± 6,2 761 ± 32 587 ± 19 196 ± 29 
Ester 
b
 150 ± 40 300 ± 130 34 ± 17 11,9 ± 4,0 
N-méthylamide 
c
 1200 ± 250 ˃ 10 000 530 ± 140 12,6 ± 5,0 
Thioamide 
d
 70 ± 4 1,5 ± 0,4 28,6 ± 5,2
e
 9,2 ± 2,0
e
 
a) Travaux effectués par Kristina Rochon. b) Synthèses effectuée par Arnaud Proteau-Gagné.   
c) Synthèses effectuées par Philippe Bourassa.  d) Synthèses effectuées par Guillaume Langlois.  
e) Analyses pharmacologiques effectuées par Alexandre Osborne et Mélyssa Roy. 
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L’activité des molécules peptidomimétiques a été mesurée de deux façons. La première, un essai 
d’inhibition de la contraction du mouse vas deferens, mesure la concentration de composé 
peptidomimétique requise (EC50) pour inhiber 50% de la contraction du canal déférent de souris 
lorsqu’un courant électrique le traverse (Tableau 2). 
 
Tableau 2. Valeurs de EC50 (Mouse vas deferens) exprimées en nanomoles par litres (nM) pour les 
composés peptidomimétiques de la Leu-Enképhaline.
a
 
 
Substituant Amide 1 Amide 2 Amide 3 Amide 4 
Leu-enképhaline 72 ± 4 
Alcène 
b
 83 ± 13 ˃ 10 000 8300 ± 1000 1800 ± 180 
Ester 
b
 542 ± 11 ˃ 10 000 257 ± 36 143 ± 5 
N-méthylamide 
c
 ˃ 10 000 ˃ 10 000 2330 ± 415 35 ± 14 
Thioamide 
d
 920 ± 210 47 ± 18 2250 ± 790 187 ± 15 
a) Travaux effectués par Kristina Rochon. b) Synthèses effectuée par Arnaud Proteau-Gagné.   
c) Synthèses effectuées par Philippe Bourassa.  d) Synthèses effectuées par Guillaume Langlois. 
 
La seconde implique des essais sur l’induction de la phosphorylation de ERK 1 et ERK 2, une des voies 
de signalisation activée suivant la liaison avec le récepteur δ, en utilisant des cellules DRGF11 
(Tableau 3). Dans le cas de la Leu-enképhaline, l’effet maximal est observé après 5 minutes. Les 
composés ont donc été testés après 5 minutes d’interaction avec le récepteur, avec des concentrations 
allant de 10
-9
 M à 10
-5
 M. Les valeurs rapportées dans le tableau sont l’opposé du logarithme de la 
concentration minimale requise pour l’observation de la phosphorylation de ERK 1 et ERK 2. 
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Tableau 3. Résultats des essais ERK 1/2 exprimées en opposé du logarithme de la concentration 
minimale requise pour la phosphorylation des kinases (en M) pour les composés peptidomimétiques de 
la Leu-Enképhaline.
a
 
 
Substituant Amide 1 Amide 2 Amide 3 Amide 4 
Leu-enképhaline 7 
Alcène 
b
 6 Inactif 5 5 
Ester 
b
 7 5 6 7 
N-méthylamide 
c
 Inactif Inactif 6 7 
Thioamide
d
 7 8 7 
e
 7 
e
 
a) Travaux effectués par Kristina Rochon. b) Synthèses effectuée par Arnaud Proteau-Gagné.   
c) Synthèses effectuées par Philippe Bourassa.  d) Synthèses effectuées par Guillaume Langlois.  
e) Analyses pharmacologiques effectuées par Alexandre Osborne et Mélyssa Roy. 
 
Selon les résultats d’affinité et d’activité sur le mouse vas deferens, la seule substitution tolérée pour le 
premier amide est la substitution par un alcène trans, quoique la substitution à cette position par un 
thioamide mène à un composé ayant une certaine affinité avec le récepteur δ. Le second lien amide, 
lorsqu’il est substitué par un thioamide, mène à un peptide ayant une meilleure affinité et une meilleure 
activité que la Leu-enképhaline, alors que toute autre substitution du deuxième amide cause une perte 
importante d’affinité, ainsi qu’une perte totale d’activité, ce qui pourrait indiquer que le deuxième 
amide joue un rôle de donneur de pont hydrogène. La substitution du troisième amide a mené à une 
perte d’affinité et d’activité, quoique les peptides contenant un ester ou un thioamide à cette position 
gardent une certaine affinité pour le récepteur δ. Ceci pourrait indiquer que le troisième amide joue un 
rôle en tant qu’accepteur et donneur de pont hydrogène. Il pourrait aussi être impliqué en tant 
qu’accepteur de pont hydrogène tout en étant très sensible à l’encombrement stérique, tel que démontré 
par les grandes pertes d’activité et d’affinité dans le cas du N-méthylamide. Finalement, la substitution 
de l’amide 4 par un ester, un N-méthylamide ou un thioamide est tolérée, et le peptide résultant de la 
substitution par le N-méthylamide a une meilleure activité sur le mouse vas deferens que la Leu-
enképhaline, ce qui pourrait indiquer que le quatrième amide joue un rôle d’accepteur de pont 
hydrogène. 
 
Les essais sur ERK 1/2 indiquent que la substitution par l’alcène mène toujours à une perte d’activité, la 
première position étant la moins sensible et la seconde étant la plus sensible. La substitution par les 
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esters et les thioamides ont mené à des composés ayant tous la capacité de causer la phosphorylation de 
ERK 1 et ERK 2, les molécules peptidomimétiques contenant des esters en position 1 et 4 ayant une 
activité semblable à celle de la Leu-enképhaline (des pertes sont observées aux autres positions) et les 
molécules peptidomimétiques contenant des thioamides sont tous (sauf dans le cas du thioamide en 
position 2, qui a une meilleure activité) comparables à la Leu-enképhaline. La substitution par les N-
méthylamides semble ne pas être toléré aux positions 1 et 2, cause certaines pertes d’activité en position 
3 et mène à une activité comparable à celle de la Leu-enképhaline en position 4. 
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I.5.2. Hypothèse 
 
L’hypothèse formulée a été que l’incorporation, sur une même molécule, de plusieurs modifications 
ayant mené individuellement à des molécules ayant, pour le récepteur δ, une affinité et une activité 
acceptables pourrait mener à d’autres molécules possédant des propriétés pharmacodynamiques 
semblables et des propriétés pharmacocinétiques améliorées. 
 
Selon une étude effectuée sur des analogues de la Leu-enképhaline (Tableau 4), la combinaison sur une 
même molécule de deux modifications qui mènent à des peptides ayant une bonne affinité envers le 
récepteur ainsi qu’une bonne activité biologique a mené à la formation d’un peptide dont l’amélioration 
de l’affinité et de l’activité dépasse la somme des améliorations respectives dues à la substitution d’un 
seul acide aminé.
73
 On parle alors de synergie. Dans ce cas-ci, ce sont bien les chaines latérales qui 
varient, et non la nature du lien entre deux acides aminés. 
 
Tableau 4. Tableau comparant les affinités pour les récepteurs aux opioïdes ainsi que l’activité sur 
l’inhibition de la contraction du mouse vas deferens de souris de différents analogues de la Leu-
enképhaline avec le peptide original. 
 
Entrée Ligand Affinité
a
 Activité
b
 
1 Leu-enképhaline 100% 100% 
2 D-Ala-Leu-enképhaline 344% 703% 
3 D-Leu-enképhaline 44% 118% 
4 D-Ala-D-Leu-Enképhaline 423% 3229% 
a) Données obtenues par un essai de liaison compétitive avec le naloxone tritié en utilisant un système à 
particules de cerveau comme source de récepteurs aux opioïdes. La concentration à laquelle la moitié 
du naloxone a été déplacé a été la valeur rapportée. Dans l’article cité, le ratio entre l’IC50 de la 
morphine et l’IC50 du composé étudié est rapporté. Pour des raisons de clarté, les valeurs sont ici 
comparées à celles obtenues pour la Leu-enképhaline. b) Données obtenues en mesurant la 
concentration de peptide requise pour causer une inhibition de la contraction du vas deferens de souris 
correspondant à la moitié de l’inhibition maximale. Comme pour l’affinité, les valeurs sont comparées à 
celles obtenues pour la Leu-enképhaline, pour des raisons de clarté. 
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Le fait que les peptides qui seront synthétisés possèdent un bon profil pharmacodynamique, 
quoiqu’intuitif à un certain point, relève de la chance. Le ligand et le récepteur à l’étude possèdent tous 
les deux à la base une structure linéaire, et adoptent par la suite une certaine conformation due à des 
interactions intramoléculaires et intermoléculaires. La conformation de chaque entité ayant une 
influence sur la conformation de l’autre, le système ligand-récepteur est un système beaucoup trop 
complexe pour qu’il soit possible de faire des prédictions justes quant aux résultats 
pharmacodynamiques.  
 
Plusieurs des isostères des liens amides ne sont pas clivables (ou le sont très difficilement) par des 
enzymes. De plus, selon la théorie, le logarithme du coefficient de partition d’une molécule est égal à la 
somme des contributions individuelles (π) des groupements qui la constituent. La résistance aux 
enzymes et l’augmentation de la lipophilicité (deux phénomènes qui contribuent à l’amélioration du 
profil pharmacocinétique de la Leu-enképhaline) sont donc beaucoup plus faciles à prévoir. 
 
Finalement, le troisième amide de la Leu-enképhaline, jusqu’à maintenant, tolère plutôt mal d’être 
substitué par trois des quatres bioiostères (alcène, N-méthylamide et thioamide). Considérant que la 
substitution de cet amide par un ester était relativement bien tolérée, la substitution par un fluoroalcène 
pourrait donner un composé peptidomimétique ayant une bonne affinité et une bonne activité envers le 
récepteur δ. 
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CHAPITRE 1 : SYNTHÈSE DES COMPOSÉS PEPTIDOMIMÉTIQUES 
 
1.1. Introduction 
 
Pour effectuer la synthèse des composés peptidomimétiques, une stratégie impliquant la chimie en 
solution ainsi que la chimie peptidique en phase solide a été utilisée. En un premier temps, des isostères 
de dipeptides ont été préparés en phase liquide, pour ensuite être incorporés dans les molécules 
peptidomimétiques par couplage peptidique, cette étape étant effectuée en phase solide. 
 
 
1.2. Synthèse des précurseurs peptidomimétiques 
 
Dans cette section sont décrites les synthèses des synthons Boc-Tyr(tBu)-//-Gly-OH (97) (précurseur 
des composés peptidomimétiques contenant l’isostère Tyr-//-Gly), Boc-Tyr(tBu)-//-Gly-CS-
nitrobenzotriazole (précurseur des composés peptidomimétique contenant Tyr-//-Gly-CSNH-Gly) et 
Fmoc-Gly-F//-Phe-OH (précurseur du composé peptidomimétique contenant l’isostère Gly-F//-Phe). 
De plus, une exploration de la portée de la méthode de synthèse d’isostères Xxx-//-Gly sera effectuée. 
 
1.2.1. Synthèse des alcènes trans isostères de dipeptides 
 
L’isostère alcénique du dipeptide Tyr-Gly a été synthétisé (Schéma 2) à partir de la tyrosine dont 
l’amine est protégée par un groupement Boc et le phénol par un groupement tert-butyle (93). Tout 
d’abord, l’anydride mixte du dérivé de tyrosine a été formé en faisant réagir la forme déprotonée de 
cette dernière avec le chloroformate d’isobutyle, puis la diazocétone obtenue par l’addition de 
diazométhane à l’anhydride a ensuite subi le réarrangement de Wolff pour mener au composé 94.136 
Après réduction de l’ester à l’aldéhyde par le DIBAL, la réaction de Wittig avec un ylure de phosphore 
stabilisé a permis d’obtenir à l’alcène conjugué 95.137 La déconjugaison cinétique (formation de 
diénolate suivi d’une protonation au HCl 1N) a été appliquée au composé 95 pour former l’alcène 
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déconjugué 96,
138
 dont l’ester  méthylique a été ensuite hydrolysé pour conduire à l’acide carboxylique 
97 avec avec un rendement global (depuis 93) de 62%. 
 
Schéma 2. 
 
 
À l’étape de la déconjugaison cinétique (95 à 96), trois équivalents de LDA ont été utilisés lors de la 
déprotonation de 95. Pour effectuer la protonation cinétique du diénolate (carbone adjacent à l’ester), un 
acide fort tel que HCl est requis, puisque l’utilisation d’électrophiles plus doux (saumure, solution 
aqueuse saturée de chlorure d’ammonium, solution aqueuse saturée d’acide citrique, acide acétique 
glacial) a mené principalement au produit de départ 96. 
 
La portée de l’utilisation de la déconjugaison cinétique (équations 8 et 9) pour la synthèse d’alcènes 
trans isostères de dipeptides Xxx-Gly a été explorée. La méthode a été appliquée sur cinq acides aminés 
(la tyrosine, la phénylalanine, la sérine dont l’alcool est protégé sous forme d’éther tert-
butyldiphénylsilyl ou sous forme d’oxazolidine, la glycine et la proline) dont l’amine était protégée avc 
un groupement Boc pour synthétiser des isostères de cinq dipeptides différents (Tyr-Gly, Phe-Gly, Ser-
Gly, Gly-Gly et Pro-Gly) (Figure 23). La géométrie de tous les alcènes obtenus a été déterminée par 
spectrométrie de résonance magnétique nucléaire du proton. La constante de couplage entre les deux 
protons d’un alcène disubstitué trans se situe typiquement aux alentours de 17 Hz alors que la constante 
de couplage entre les deux protons d’un alcène disubstitué cis se situe vers 10 Hz.139 Le précurseur 
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conjugué de 104 (98 R = CH2OTBDPS), ainsi que les molécules 103, 105, 106, 107 et leurs précurseurs 
conjugués (98 R = CH2Ph, 98 R = H, 100 R = CH2CH2 et 100 R = C(CH3)2O, respectivement) ont été 
synthétisés par Arnaud Proteau-Gagné. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 23. Composés déconjugués obtenus par la méthode de la déconjugaison cinétique des 
précurseurs conjugués correspondants. 
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Tableau 5. Rendements de la déconjugaison cinétique pour les différents isostères dipeptidiques. 
 
Produit (Précurseur) R Isostère Rendement (E) Rendement (Z) 
102 (98) -CH2C6H4OtBu Tyr-//-Gly 83% - 
103 (98) -CH2Ph 
a
 Phe-//-Gly 66% - 
104 (98) -CH2OTBDPS Ser-//-Gly 63% - 
105 (98) H 
a
 Gly-//-Gly 27% 43 
106 (100) -CH2CH2- 
a
 Pro-//-Gly 46% - 
107 (100) -C(CH3)2O- 
a
 Ser-//-Gly 47% 24 
a) Synthèses effectuées par Arnaud Proteau-Gagné. 
 
Selon les résultats obtenus (Tableau 5), l’étape de la déconjugaison cinétique fonctionne avec des 
rendements variant entre 27% et 83%, dépendemment de l’acide aminé utilisé. La méthode semble 
donner de meilleurs résultats avec des substrats dont la chaine latérale est flexible (83%, 66% et 63% 
pour 102, 103 et 104, respectivement) qu’avec des substrats dont la chaine latérale est plus restreinte au 
niveau conformationnel (46% et 47% pour 106 et 107, respectivement). La méthode, lorsqu’appliquée 
au précurseur conjugué de 105, mène à la formation de plus de produit cis que de produit trans (43% 
contre 27%, respectivement). 
 
Les réactions effectuées pour la synthèse de l’isostère du dipeptide Tyr-Gly ont été effectuées sur des 
quantités de l’ordre de la dizaine de grammes. Les résultats obtenus sur l’utilisation de la déconjugaison 
cinétique pour la synthèse d’alcènes trans isostères de dipeptides ont été publiés dans le journal 
Tetrahedron Letters.
140
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1.2.2. Synthèse du précurseur de thioamide 
 
Pour effectuer la synthèse du composé peptidomimétique contenant un isostère thioamide adjacent à un 
isostère alcénique, un agent thioacylant a été préparé à partir de l’acide carboxylique 97 (Schéma 3). 
 
 
Schéma 3. 
 
L’anhydride mixte de l’acide carboxylique 97 a été couplé au 1,2-diamino-4-nitrobenzène pour former 
l’amide 108.141 Par la suite, le thioamide 109 a été formé en faisant réagir l’amide 108 avec le réactif de 
Lawesson.
132,142
 Finalement, la cyclisation intramoléculaire du thioamide 109 avec l’acide nitreux 
généré in situ a mené au dérivé de nitrobenzotriazole 110 avec un rendement global de 34%.
109
 Les 
composés aminothionoacides dérivés de nitrobenzotriazole étant instables sur silice, le composé 110  a 
été utilisé directement dans l’étape suivante sans purification supplémentaire et n’a pas été 
caractérisé.
142
 
 
1.2.3. Synthèse du fluoroalcène isostère de dipeptide 
 
La condensation du benzotriazole 111, du paraformaldéhyde et de la benzylamine a permis, à l’aide 
d’un montage de type Dean-Stark, la formation d’un mélange des deux isomères du 1,2,3-
benzotriazolyl-N,N-dibenzylméthanamine 112 (Schéma 4) contaminé avec du benzotriazole de 
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départ.
143
 Ensuite, une réaction de type Reformatsky impliquant le bromodifluoroacétate d’éthyle (113) 
et 112 (Schéma 5) a permis d’obtenir le composé 114.144 
 
 
Schéma 4. 
 
Avant d’effectuer cette dernière étape, le mélange 112 n’a pas été purifié parce que le groupement 
benzotriazole sert de groupe partant dans la réaction de type Reformatsky et que les deux isomères 
peuvent aussi bien jouer le même rôle (et mener au même produit final). Pour ce qui est du 
benzotriazole, il est, de toute façon, un produit formé lors de la réaction et, comme cette réaction n’est 
pas à l’équilibre (il y a formation d’un lien entre deux atomes de carbone), la présence d’un produit de 
réaction dans le mélange de départ n’est pas problématique. La purification de 112 n’a donc pas été 
effectuée et le produit n’a pas été caractérisé. Le mélange a été utilisé directement après plusieurs 
lavages basiques. Sa synthèse est décrite dans la section « Modes opératoires », en même temps que la 
synthèse de 114. 
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Schéma 5. 
L’amine dibenzylée 114 a ensuite été hydrogénée en présence d’un mélange de palladium et de 
charbon, ainsi que d’anydride de tert-butoxycarbonyle, pour mener à l’amine protégée par un 
groupement Boc (115).
145
 Cette réaction a d’abord été tentée dans le méthanol, tel que décrit dans la 
publication de référence.
145
 Ces conditions ont bel et bien conduit au composé désiré 115, mais celui-ci 
était contaminé par l’ester de méthyle correspondant à 115 (détecté par résonance magnétique du noyau 
proton ainsi que par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse). L’utilisation de 
l’éthanol comme solvant a donc permis d’éviter la transestérification et 115 a finalement été obtenu 
avec le très bon rendement de 80%. 
 
 
 
Schéma 6. 
 
Afin de permettre l’alkylation stéréosélective nécessaire à la formation du composé peptidomimétique 
Gly-F//-Phe, un auxiliaire chiral a été utilisé. La synthèse de cet auxiliaire (Schéma 6) a été effectuée 
en deux étapes, avec un rendement global de 85%. Tout d’abord, le  (1S)-(-)-camphor-10,2-sultam 116 a 
été alkylé, après déprotonation, en utilisant le chlorure de chloroacétyle.
146
 Le composé résultant 117 a 
ensuite réagit avec le triéthylphosphite, sans solvant, pour former le phosphonoacétate 118, qui sera 
utilisé tel quel comme auxiliaire chiral (Schéma 7).
147
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Schéma 7. 
 
L’ester 115 a été réduit à l’aldéhyde pour ensuite subir l’oléfination de Horner-Wadsworth-Emmons 
afin de former l’alcène conjugué 119 (Schéma 7).135 Le chlorure de lithium dans cette réaction sert à 
stabiliser l’énolate du phosphonoacétate (Figure 24) et ainsi augmenter l’acidité du proton en α du 
carbonyle, permettant l’utilisation d’une base plus douce (comme le DiPEA).148 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 24. Stabilisation de l’énolate par le lithium. 
 
L’alcène conjugué 119  (Schéma 7) a été consécutivement réduit puis alkylé (en une seule réaction), et 
le fluoroalcène déconjugué 120 a été obtenu.
135
 Finalement, l’hydrolyse de l’auxiliaire chiral, suivi de la 
déprotection de l’amine protégée en Boc et de la protection de cette même amine en Fmoc a mené à la 
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formation de l’acide carboxylique 121 avec un rendement global de 14% à partir du 
bromodifluoroacétate d’éthyle 113.135 
 
La réduction de l’alcène conjugué 119 (Schéma 8) se fait par deux réductions monoélectroniques 
(RME) consécutives par le Me2CuLi,
135
 puis l’anion 123 élimine un atome de fluor pour former le 
diénolate 124. Des études faites sur un diénolate semblable avec de l’iodure de méthyle comme agent 
alkylant suggèrent que le diénolate de lithium est trop stable pour permettre l’alkylation.135 Le DMPU, 
comme le HMPA, sont des solvants connus pour avoir une forte affinité pour le cation du lithium. Le 
HMPA étant considéré cancérigène, le DMPU a été utilisé pour piéger le lithium et ainsi le remplacer 
par un atome d’étain. Le diénolate d’étain résultant 125 (Figure 25) a ensuite procédé à une attaque sur 
le bromure de benzyle, pour former le produit 120 de stéréochimie R et dont la structure obtenue par 
diffraction de rayons X se trouve en Annexe 2.  
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Schéma 8. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 25. Intermédiaire 125 favorisant l’alkylation menant au produit R par attaque sur la face la 
moins encombrée de l’énolate d’étain (face du bas) 
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1.3. Synthèse peptidique 
 
La méthode de synthèse du composé peptidomimétique incluant un alcène et un N-méthylamide, basée 
sur des résulats précédemment obtenus dans notre laboratoire, implique la chimie peptidique en solution 
utilisant Boc comme groupe protecteur et HATU comme agent de couplage.
87
 
 
Toutes les autres molécules peptidomimétiques ont été synthétisées en phase solide. Le composé 
peptidomimétique incluant un alcène et un ester a été synthétisé en utilisant la résine de Wang, le 
groupe protecteur Fmoc et HATU comme agent de couplage. Les molécules peptidomimétiques 
incluant un thioamide ont été synthétisées en utilisant la résine 2-chlorotrityl, en raison des conditions 
plus douces requises pour le clivage de la résine. Les thioamides, en conditions acides, peuvent subir la 
dégradation d’Edman.149 Les mêmes groupes protecteurs et agents de couplage ont été utilisés pour ces 
composés peptidomimétiques. Le composé peptidomimétique incluant un fluoroalcène a aussi été 
synthétisé en utilisant la résine 2-chlorotrityl. Cependant, après que de l’épimérisation ait été observée 
suite à un couplage au HATU, une nouvelle méthode, utilisant DiC a du être employée. 
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1.3.1. Synthèse des composés peptidomimétiques en phase liquide 
 
L’acide carboxylique 97 a été estérifié avec le pentafluorophénol en présence de 
diisopropylcarbodiimide pour former l’ester 126 (Schéma 9), qui a ensuite été couplé avec la glycine 
pour former le composé 127.
150
 Parallèlement, l’acide carboxylique de la N-méthylleucine 128 a réagi 
avec le méthanol en présence d’acide chlorhydrique formé in situ pour mener à l’ester méthylique 129. 
151
 Le composé 129 a ensuite été couplé, en utilisant HATU comme agent de couplage et le DiPEA 
comme base, avec la phénylalanine dont l’amine avait été protégée avec un groupement Boc pour 
former l’isostère de dipeptide protégé 130.152 Le composé 130, après déprotection au TFA, a été couplé 
au composé 127, en utilisant les mêmes conditions de couplage que celles utilisées pour la formation de 
130, pour mener au composé 131. L’hydrolyse de l’ester de méthyle, suivi de la déprotection 
simultanée du tert-butoxycarbonyle et du tert-butyléther par le TFA, a mené à la formation du composé 
peptidomimétique de la Leu-enképhaline 132 (H-Tyr-//-Gly-Gly-Phe-NMe-Leu-OH) avec un 
rendement global de 6% à partir de l’acide 97.153  
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Schéma 9. 
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1.3.2. Synthèse des composés peptidomimétiques en phase solide 
Pour la synthèse du composé peptidomimétique contenant un alcène et un ester (Schéma 10), l’isostère 
de dipeptide Fmoc-Phe-O-Leu-OH (synthétisé par Arnaud-Proteau Gagné) a été couplé à la résine de 
Wang, en utilisant le chlorure de 2,6-dichlorobenzoyle.
87
 Le second et troisième couplage ont été 
effectués en utilisant Fmoc-Gly-OH et Boc-Tyr(tBu)-//-Gly-OH (97), respectivement, en utilisant 
HATU comme agent de couplage, la NMM comme base et le DMF comme solvant. Le clivage de la 
résine, ainsi que la déprotection de l’amine et du phénol ont été effectués avec du TFA, de l’eau et du 
TiPS, pour mener à la formation du composé peptidomimétique de la Leu-enképhaline 133 (H-Tyr-//-
Gly-Gly-Phe-O-Leu-OH) avec un rendement de 2% (à partir du taux de substitution de la résine mesuré 
par absorbance UV). La déprotection de l’amine terminale a eu lieu après les deux premiers couplages 
avec un mélange de piperidine et de DMF.
87
 
 
Pour effectuer la synthèse du composé peptidomimétique contenant un thioamide et un N-méthylamide 
(Schéma 11), Fmoc-NMe-Leu-OH a été couplé à la résine 2-chlorotrityl à l’aide de DiPEA. Le 
deuxième couplage a été effectué avec Fmoc-Phe-OH, en utilisant HATU comme agent de couplage, la 
NMM comme base et le DMF comme solvant. Le troisième couplage a été accompli en utilisant 134 
(synthétisé par Guillaume Langlois), en utilisant la NMM comme base. Le quatrième couplage a été 
réalisé avec Fmoc-Tyr(tBu)-OH, en utilisant HATU comme agent de couplage, la NMM comme base et 
le DMF comme solvant. Finalement, la résine a été clivée avec du HFiP, et le groupement protecteur du 
phénol (tBu) a été enlevé en utilisant le bromure de zinc pour mener à la formation du composé 
peptidomimétique de la Leu-enképhaline 135 (H-Tyr-Gly-CSNH-Gly-Phe-NMe-Leu-OH) avec un 
rendement de 6% (à partir du taux de substitution de la résine mesuré par absorbance UV). La 
déprotection de l’amine terminale a eu lieu après chaque couplage avec un mélange de piperidine et de 
DMF.
109
 
 
Pour réaliser la synthèse du composé peptidomimétique contenant un alcène et un thioamide (Schéma 
12), Fmoc-Leu-OH a été couplé à la résine 2-chlorotrityl à l’aide de DiPEA. Les deuxièmes et 
troisièmes couplages ont été accomplis avec Fmoc-Phe-OH et Fmoc-Gly-OH, respectivement, en 
utilisant HATU comme agent de couplage, la NMM comme base et le DMF comme solvant. Le 
quatrième couplage a été fait avec l’isostère de dipeptide 110, en utilisant la NMM comme base. 
Finalement, la résine a été clivée avec du HFiP, et les groupements protecteurs de l’amine et du phénol 
ont été enlevés avec de l’acide formique pour mener à la formation du composé peptidomimétique de la 
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Leu-enképhaline 136 (H-Tyr-//-Gly-CSNH-Gly-Phe-Leu-OH) avec un rendement de 8% (à partir du 
taux de substitution de la résine mesuré par absorbance UV). La déprotection de l’amine terminale a eu 
lieu après les trois premiers couplages avec un mélange de piperidine et de DMF.
109
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Schéma 10. 
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Schéma 11. 
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Schéma 12. 
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Pour effectuer la synthèse du composé peptidomimétique contenant un alcène, un thioamide et un N-
méthylamide (Schéma 13), Fmoc-NMe-Leu-OH a été couplé à la résine 2-chlorotrityl à l’aide de 
DiPEA. Les deuxièmes et troisièmes couplages ont été réalisés avec Fmoc-Phe-OH et Fmoc-Gly-OH, 
respectivement, en utilisant HATU comme agent de couplage, la NMM comme base et le DMF comme 
solvant. Le quatrième couplage a été fait avec l’isostère de dipeptide 110, en utilisant la NMM comme 
base. Finalement, la résine a été clivée avec du HFiP, et les groupements protecteurs de l’amine et du 
phénol ont été enlevés avec de l’acide formique pour mener à la formation du composé 
peptidomimétique de la Leu-enképhaline 137 (H-Tyr-//-Gly-CSNH-Gly-Phe-NMe-Leu-OH) avec un 
rendement de 10% (à partir du taux de substitution de la résine mesuré par absorbance UV). La 
déprotection de l’amine terminale a eu lieuaprès les trois premiers couplages avec un mélange de 
piperidine et de DMF.
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Pour réaliser la synthèse du composé peptidomimétique contenant un alcène et deux thioamides 
(Schéma 14), Fmoc-Leu-OH a été couplé à la résine 2-chlorotrityl à l’aide de DiPEA. Le deuxième 
couplage a été effectué avec 138 en utilisant la NMM comme base. Le troisième couplage a été 
accompli avec Fmoc-Gly-OH, en utilisant HATU comme agent de couplage, la NMM comme base et le 
DMF comme solvant. Le quatrième couplage a été effectué avec l’isostère de dipeptide 110, en utilisant 
la NMM comme base. Finalement, la résine a été clivée avec du HFiP, et les groupements protecteurs 
de l’amine et du phénol ont été enlevés avec de l’acide formique pour mener à la formation du composé 
peptidomimétique de la Leu-enképhaline 139 (H-Tyr-//-Gly-CSNH-Gly-Phe-NMe-Leu-OH) avec un 
rendement de 1% (à partir du taux de substitution de la résine mesuré par absorbance UV). La 
déprotection de l’amine terminale a eu lieu après les trois premiers couplages avec un mélange de 
piperidine et de DMF.
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Pour faire la synthèse du composé peptidomimétique contenant un fluoroalcène (Schéma 15), Fmoc-
Leu-OH a été couplé à la résine 2-chlorotrityl à l’aide de DiPEA. Le deuxième, troisième et quatrième 
couplage ont été effectués avec 121, Fmoc-Gly-OH et Fmoc-Tyr(tBu)-OH respectivement, en utilisant 
DiC et HOBt. Finalement, la résine a été clivée avec du HFiP, et le groupements protecteur de du 
phénol a été enlevé avec un mélange de TFA, de TiPS et d’eau pour mener à la formation du composé 
peptidomimétique de la Leu-enképhaline 140 (H-Tyr-Gly-Gly-F//-Phe-Leu-OH) avec un rendement de 
85% (à partir du taux de substitution de la résine mesuré par absorbance UV). La déprotection de 
l’amine terminale a eu lieu après tous les couplages avec un mélange de piperidine et de DMF.154 
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Schéma 13. 
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Schéma 14. 
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Schéma 15. 
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CHAPITRE 2 : RÉSULTATS PHARMACOLOGIQUES ET PHYSICO-CHIMIQUES 
 
2.1. Introduction 
 
Suite à la synthèse des sept composés peptidomimétiques, leurs propriétés pharmacologiques et 
physico-chimiques ont été évaluées. Premièrement, des essais pharmacodynamiques ont été effectués 
afin d’obtenir des données sur les interactions (affinité, activité sur l’inhibition de la contraction du 
mouse vas deferens et activité sur la phosphorylation des kinases ERK 1 et ERK 2) entre chaque 
molécule peptidomimétique et notre cible, le récepteur δ. Deuxièmement, des essais 
pharmacocinétiques et physicochimiques ont été effectués afin d’obtenir des données sur le profil 
pharmacocinétique (lipophilicité et stabilité plasmatique) des molécules peptidomimétiques par rapport 
à la Leu-enképhaline. 
  
 76 
2.2. Résultats pharmacodynamiques 
 
2.2.1. Résultats d’affinité 
 
L’affinitié des composés peptidomimétiques pour le récepteur δ a été mesurée par des essais de liaison 
compétitive avec la deltorphine II tritiée à 1 nM sur une préparation de membrane de cellules GH3 
exprimant le récepteur δ (Figure 26). Après incubation du mélange de préparation membranaire, de 
deltorphine II tritiée et du composé à l’étude à différentes concentrations pendant 60 minutes à 37 oC, le 
tout a été filtré et le taux de radioactivité à été mesuré par comptage par scintillation liquide. Les deux 
composés compétitionnant pour la même cible, la liaison de la deltorphine II tritiée est inhibée d’une 
manière dépendante de la concentration par la molécule peptidomimétique. La valeur de la constante 
d’inhibition (Ki, Tableau 6) représente la concentration de molécule peptidomimétique théoriquement 
requise pour occuper la moitié des récepteurs, si le radioligand (deltorphine II) n’était pas présent. Elle 
se mesure selon l’équation : Ki = IC50 / (1+([L]/Kd)) où Ki représente la constante d’inhibition, IC50 
représente la concentration requise de composé peptidomimétique pour inhiber 50% de la liaison du 
radioligand, [L] représente la concentration du radioligand et Kd représente la constante de dissociation 
du radioligand. 
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Figure 26. Courbes de la liaison du radioligand (
3
H-deltorphine II) en fonction de la concentration des 
différents ligands à l’étude (composés peptidomimétiques). 
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Tableau 6. Tableau rapportant les valeurs de Ki (en nM) obtenue par des essais de liaison compétitive 
avec la deltorphine II pour la Leu-enképhaline ainsi que pour les composés peptidomimétiques de Leu-
enképhaline synthétisés.
a
 
 
Entrée Formule du composé peptidomimétique Ki (nM) 
34 Leu-enképhaline 6,3 ± 0,9 
- Tyr-//-Gly-Gly-Phe-Leu 
b 
13,1 ± 6,2 
- Tyr-Gly-Gly-Phe-O-Leu 
b
 11,9 ± 4,0 
- Tyr-Gly-Gly-Phe-NMe-Leu 
c
 12,6 ± 5,0 
- Tyr-Gly-CSNH-Gly-Phe-Leu 
d
 1,5 ± 0,4 
- Tyr-Gly-Gly-Phe-CSNH-Leu 
d,e
 9,2 ± 1,9 
133 Tyr-//-Gly-Gly-Phe-O-Leu 160 ± 58 
132 Tyr-//-Gly-Gly-Phe-NMe-Leu 390 ± 120 
135 Tyr-Gly-CSNH-Gly-Phe-NMe-Leu 
f
 14 ± 3 
136 Tyr-//-Gly-CSNH-Gly-Phe-Leu 
f
 25 ± 6 
137 Tyr-//-Gly-CSNH-Gly-Phe-NMe-Leu 24,5 
- Tyr-Gly-CSNH-Gly-Phe-CSNH-Leu 
d,f
 2,5 ± 0,7 
139 Tyr-//-Gly-CSNH-Gly-Phe-CSNH-Leu 3,9 
140 Tyr-Gly-Gly-F//-Phe-Leu 70 
a) Travaux effectués par Kristina Rochon. b) Synthèses effectuées par Arnaud Proteau-Gagné.   
c) Synthèses effectuées par Philippe Bourassa.  d) Synthèses effectuées par Guillaume Langlois.   
e) Analyses pharmacologiques effectuées par Alexandre Osborne et Mélyssa Roy. 
f) Analyses pharmacologiques effectuées par Alexandre Osborne et Jean-Nicolas Charron.  
 
 
 
2.2.2 Résultats d’activité sur le mouse vas deferens et la phosphorylation de ERK 1 et ERK 2 
 
L’activité des composés peptidomimétiques a été mesurée de deux façons. La première, un essai 
d’inhibition de la contraction du mouse vas deferens (Figure 27), mesure la concentration de composé 
peptidomimétique requise (EC50) pour inhiber 50% de la contraction du canal déférent de souris 
lorsqu’un courant électrique le traverse (Tableau 7).  
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Figure 27. Courbes démontrant la contraction du mouse vas deferens en fonction de la concentration 
des différents ligands à l’étude (composés peptidomimétiques). 
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Tableau 7. Tableau rapportant les valeurs de EC50 pour la Leu-enképhaline ainsi que pour les composés 
peptidomimétiques de Leu-enképhaline synthétisés.
a
 
 
Entrée Formule du peptidomimétique EC50 (nM) 
34 Leu-enképhaline 74 ± 1,3 
- Tyr-//-Gly-Gly-Phe-Leu
b 
83 ± 13 
- Tyr-Gly-Gly-Phe-O-Leu
b
 140 ± 5 
- Tyr-Gly-Gly-Phe-NMe-Leu
c
 35 ± 14 
- Tyr-Gly-CSNH-Gly-Phe-Leu
d
 75 ± 22 
- Tyr-Gly-Gly-Phe-CSNH-Leu
d,e
 190 ± 15 
133 Tyr-//-Gly-Gly-Phe-O-Leu 1900 ± 220 
132 Tyr-//-Gly-Gly-Phe-NMe-Leu 1400 ± 490 
135 Tyr-Gly-CSNH-Gly-Phe-NMe-Leu 400 ± 81 
136 Tyr-//-Gly-CSNH-Gly-Phe-Leu 520 ± 130 
137 Tyr-//-Gly-CSNH-Gly-Phe-NMe-Leu > 10 000 
- Tyr-Gly-CSNH-Gly-Phe-CSNH-Leu
d
 360 ± 63 
139 Tyr-//-Gly-CSNH-Gly-Phe-CSNH-Leu - 
140 Tyr-Gly-Gly-F//-Phe-Leu - 
a) Travaux effectués par Kristina Rochon. b) Synthèses effectuée par Arnaud Proteau-Gagné.   
c) Synthèses effectuées par Philippe Bourassa.  d) Synthèses effectuées par Guillaume Langlois.   
e) Analyses pharmacologiques effectuées par Alexandre Osborne et Mélyssa Roy. 
 
La seconde façon de mesurer l’activité des composés implique des essais sur l’induction de la 
phosphorylation de ERK 1 et ERK 2, une des voies de signalisation activée suivant la liaison avec le 
récepteur δ, en utilisant des cellules DRGF11/DOPR-GFP. Dans le cas de la Leu-enképhaline, l’effet 
maximal est observé après 5 minutes. Les composés ont donc été testés après 5 minutes d’interaction 
avec le récepteur, avec des concentrations variant de 10
-9
 M à 10
-5
 M. Après la lyse des cellules, les 
protéines obtenues par centrifugation ont été séparées en utilisant du gel de polyacrylamide et de SDS 
avant d’être transférées sur des membranes de PVDF. Les membranes ont ensuite été incubées avec des 
anticorps anti-pERK1/2 ou anti ERK1/2, et la détection de protéines immunoréactives a été accomplie 
en utilisant des anticorps secondaires de lapin conjuguées à la peroxydase de raifort (Figure 28). Les 
concentrations minimales requises pour l’obtention d’une phosphorylation significative de ERK 1 et 
ERK 2 ont été rapportées en utilisant l’opposé du logarithme de la valeur (Tableau 8). 
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Figure 28. Résultats des essais de phosphorylation d’ERK ½ à différentes concentrations des composés 
testés. 
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Tableau 8. Résultats des essais ERK 1/2 exprimées en opposé du logarithme de la concentration 
minimale requise pour la phosphorylation des kinases (en M) pour les composés peptidomimétiques de 
Leu-Enképhaline.
a
 
 
Entrée Formule du composé peptidomimétique -Log [Composé] 
34 Leu-enképhaline 7 
- Tyr-//-Gly-Gly-Phe-Leu
b 
6 
- Tyr-Gly-Gly-Phe-O-Leu
b
 7 
- Tyr-Gly-Gly-Phe-NMe-Leu
c
 7 
- Tyr-Gly-CSNH-Gly-Phe-Leu
d
 8 
- Tyr-Gly-Gly-Phe-CSNH-Leu
d,e
 7 
133 Tyr-//-Gly-Gly-Phe-O-Leu 7 
132 Tyr-//-Gly-Gly-Phe-NMe-Leu 7 
135 Tyr-Gly-CSNH-Gly-Phe-NMe-Leu 7 
136 Tyr-//-Gly-CSNH-Gly-Phe-Leu 8 
137 Tyr-//-Gly-CSNH-Gly-Phe-NMe-Leu Indéterminé 
- Tyr-Gly-CSNH-Gly-Phe-CSNH-Leu
d
 8 
139 Tyr-//-Gly-CSNH-Gly-Phe-CSNH-Leu Indéterminé 
140 Tyr-Gly-Gly-F//-Phe-Leu Indéterminé 
a) Travaux effectués par Kristina Rochon. b) Synthèses effectuée par Arnaud Proteau-Gagné.   
c) Synthèses effectuées par Philippe Bourassa.  d) Synthèses effectuées par Guillaume Langlois.   
e) Analyses pharmacologiques effectuées par Alexandre Osborne et Mélyssa Roy. 
 
2.2.3. Analyse 
 
Dans plusieurs cas, la combinaison d’isostères sur une même molécule a mené à des pertes au niveau de 
l’affinité pour le récepteur δ, comparé à la Leu-enképhaline (composé 34, Ki = 6,3 nM). Les pertes les 
plus importantes ont été observées lors de la combinaison d’un alcène et d’un ester (composé 133, Ki = 
160 nM) et la combinaison d’un alcène et d’un N-méthylamide (composé 132, Ki = 390 nM), alors que 
certaines pertes (beaucoup moins dramatiques) ont été observées lors de la combinaison d’un thioamide 
et d’un N-méthylamide (composé 135, Ki = 14 nM), la combinaison d’un alcène et d’un thioamide 
(composé 136, Ki = 25 nM) et la combinaison d’un alcène, d’un thioamide et d’un N-méthylamide 
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(composé 137, Ki = 24,5 nM). Certaines combinaison d’isostères ont mené à des composés ayant une 
meilleure affinité pour le récepteur δ que la Leu-enképhaline (thioamide et thioamide, Ki = 2,5 nM et 
alcène, thioamide et thioamide, composé 139, Ki = 3,9 nM), démontrant que les amides aux positions 2 
et 4 sont celles dont la substitution par un thioamide donne les meilleures affinités (et confirme 
l’importance de la présence d’un donneur de pont hydrogène en position 2). La substitution de l’amide 
3 par un fluoroalcène (140, Ki = 70 nM) a mené à une perte moins grande que pour les composés 132 et 
133, mais plus grande que pour les composés 135 et 136. Il est intéressant de noter que le fluoroalcène à 
cette position mène à un composé ayant une meilleure affinité que le composé ayant un alcène à la 
même position (Ki = 587 nM), ce qui pourrait indiquer l’importance d’un groupement accepteur de pont 
hydrogène à cette position (le composé doté d’un ester à cette position avait aussi une bonne affinité, Ki 
= 34 nM) pour la liaison au récepteur. 
 
Pour ce qui est des mesures d’affinités des composés dotés de deux modifications différentes (132, 133, 
135, et 136), les variations obtenues par rapport à la Leu-enképhaline (EC50 = 74 nM) sont similaires 
aux variations observées dans les mesures d’activité sur l’inhibition de la contraction du mouse vas 
deferens par les mêmes composés. En effet, une perte de plus d’un ordre de grandeur au niveau de 
l’affinité (132 et 133, EC50 = 1400 nM et 1900 nM, respectivement) est accompagnée d’une perte de 
plus d’un ordre de grandeur au niveau de l’activité (sur l’inhibition du mouse vas deferens), et le même 
phénomène est observé pour les composés ayant un écart de moins d’un ordre de grandeur avec les 
valeurs de la Leu-enképhaline (135 et 136, EC50 = 400 nM et 520 nM, respectivement). L’affinité et 
l’activité de ces composés semblent donc liées jusqu’à un certain point. Dans le cas du composé 
combinant deux thioamides (EC50 = 360 nM) et du composé combinant un alcène, un thioamide et un 
N-méthylamide (137, EC50 > 10 000 nM), la perte d’activité sur l’inhibition de la contraction du mouse 
vas deferens est plus importante que la perte d’affinité. En se fiant à ces résultats, aucun composé 
n’affiche un profil pharmacodynamique assez intéressant pour mener au développement d’un 
médicament. 
 
En comparant le composé 135 (thioamide et N-méthylamide) avec le composé doté seulement d’un 
thioamide, et en comparant les composés 137 (alcène, thioamide et N-méthylamide) et  136 (alcène et 
thioamide), il est possible d’observer que le N-méthylamide contribue à donner aux molécules 
peptidomimétiques une activité antagoniste envers le récepteur δ. Tel qu’indiqué par les deux 
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comparaisons ci-haut, l’ajout d’un N-méthylamide ne mène pas à une grande perte d’affinité, mais ses 
conséquences sur l’inhibition du mouse vas deferens sont énormes. 
 
On a répertorié deux formes repliées cristallines pour la Leu-enképhaline; les deux contiennent deux 
ponts hydrogène par structure. Les ponts hydrogène de la première structure mettent en jeu l’azote de la 
tyrosine et le carbonyle de la phénylalanine, ainsi que le carbonyle de la tyrosine et l’azote de la 
phénylalanine (Figure 29, Conformation repliée I). Dans cette conformation, les amides 1 et 4 jouent 
donc le rôle d’accepteur de pont hydrogène, alors que l’amide 3 agit en tant que donneur de pont 
hydrogène.
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 Les ponts hydrogène de la seconde structure mettent en jeu le carbonyle de la tyrosine et 
l’azote de la phénylalanine, ainsi que le carbonyle de la glycine en position 2 et l’azote de la leucine 
(Figure 29, Conformation repliée II). Dans cette conformation, les amides 1 et 2 jouent donc le rôle 
d’accepteur de pont hydrogène, l’amide 4 agit en tant que donneur de pont hydrogène et l’amide 3 joue 
à la fois le rôle de donneur et d’accepteur de pont hydrogène.81   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 29. Conformations repliées cristallines de la Leu-enképhaline. 
 
Concernant les composés dotés d’un seul isostère (Section I.5.1), il est possible de faire trois 
corrélations entre nos résultats et ces structures (Figure 30). Premièrement, l’importance d’un accepteur 
de pont hydrogène en positon 4 est cohérente avec la conformation I. Deuxièmement, les excellentes 
affinités des composés contenant un thioamide en position 2 pourraient être expliquées par son absence 
d’implication dans un pont hydrogène intramoléculaire (144, Conformation I). Il se pourrait que 
l’amide en position 2 soit impliqué (en tant que donneur) dans un pont hydrogène avec le récepteur qui 
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est très important pour la liaison et l’activation du récepteur. Troisièmement, la bonne affinité du 
composé doté d’un thioamide en position 4 est cohérente avec la conformation II, dans laquelle l’amide 
4 joue le rôle de donneur de pont hydrogène. 
 
Outre ces corrélations, la substitution par un alcène en position 1 (141) rendrait impossible un des deux 
ponts hydrogène dans les deux conformations; la substitution par un thioamide en position 2 (144) 
nuirait légèrement à un des deux ponts hydrogène dans la conformation II; la substitution par un ester 
ou un fluoroalcène en position 3 rendrait impossible un pont hydrogène de chacune des conformations 
et la substitution par un ester ou un N-méthylamide en position 4 (142 et 143) rendrait impossible un 
pont hydrogène dans la conformation II. De plus, l’encombrement stérique supplémentaire engendré par 
l’addition d’un méthyle nuirait grandement à l’adoption de cette conformation. Néanmoins, dans 
chaque cas, un seul des deux ponts hydrogène impliqués est rompu par l’incorporation d’un isostère. 
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Figure 30. Impact de la substitution d’un seul amide par un isostère sur les ponts hydrogène 
intramoléculaires dans les deux conformations repliées cristallines de la Leu-enképhaline. 
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La combinaison d’un alcène et d’un ester (133) ainsi que la combinaison d’un alcène et d’un N-
méthylamide (132) rendent impossibles seulement un pont hydrogène de la conformation I, mais 
rendent impossibles les deux ponts hydrogène de la conformation II, ce qui pourrait expliquer leur 
faible profil pharmacodynamique (au niveau de l’affinité et de l’activité) (Figure 31). La combinaison 
d’un thioamide et du N-méthylamide (135) n’empêche aucun pont hydrogène de la conformation I, ce 
qui pourrait expliquer leur bonne affinité. La perte d’activité pourrait être expliquée par la rupture d’un 
pont hydrogène dans la conformation II ou par les changements de conformation du récepteur et du 
ligand causées par l’encombrement stérique supplémentaire amené par le N-méthylamide. La 
combinaison d’un alcène et d’un thioamide (136) rend impossible un pont hydrogène dans la 
conformation I, mais nuit à deux ponts hydrogène dans la conformation II, ce qui pourrait expliquer leur 
faible activité. La combinaison d’un alcène, d’un thioamide et d’un alcène (137) rendent impossibles un 
pont hydrogène de la conformation I et les deux ponts hydrogrène de la conformation II. Comme dans 
le cas des autres composés dotés d’un thioamide en position 2, il se pourrait (selon la conformation I), 
que le thioamide soit impliqué dans un pont hydrogène avec le récepteur, permettant la liaison mais non 
l’activation du récepteur δ. 
 
Ces résultats ne permettent pas de discriminer clairement la probabilité d’une conformation par rapport 
à l’autre. De plus, la baisse d’activité des composés dotés de plusieurs isosères n’est pas nécessairement 
dûe à la somme des interactions perdues, mais bien aux changements de conformations du peptide 
résultant de l’accumulation de contraintes introduites avec chaque isostère. Il se pourrait aussi que la 
conformation active de la Leu-enképhaline soit différente de ces deux structures. 
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Les résultats d’activité sur la phosphorylation de ERK 1 et ERK 2 semblent démontrer que la plupart 
des composés testés (incluant les isostères simples et 132, 133 et 135) possèdent une activité 
comparable à celle de la Leu-enképhaline (phosphorylation observée à 10
-7
 M), sauf dans le cas de 
l’alcène en position 1 (perte d’activité, phosphorylation observée à 10-6 M), du thioamide en position 2 
(gain d’activité, phosphorylation observée à 10-8 M) et de la combinaison de l’alcène et du thioamide 
(136, gain d’activité, phosphorylation observée à 10-8 M). Outre l’importance du rôle du thioamide en 
position 2 pour l’activité, les deux principales conclusions ressortant de l’analyse de ces résultats sont : 
1) La combinaison d’isostères ayant donné de bons résultats est une bonne façon d’obtenir des 
analogues de Leu-enképhaline ayant une bonne activité pour la voie des ERK ½. 2) La conformation 
active menant à l’activation de la phosphorylaton de ERK 1 et de ERK 2 semble différente de la 
conformation menant à l’inhibition de la contraction du mouse vas deferens. 
  
 89 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 31. Impact de la substitution de deux amides par des isostères sur les ponts hydrogène 
intramoléculaires dans les deux conformations repliées cristallines de la Leu-enképhaline. 
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2.3. Résultats physico-chimiques et pharmacocinétiques 
 
2.3.1. Résultats de lipophilicité 
 
La lipophilicité des composés 132, 133, 135, 136, 137 et 140 a été mesurée en utilisant le LogD7.4,
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valeur représentant le logarithme du ratio des concentrations du composé dans une solution aqueuse de 
tampon phosphate (PBS) à pH physiologique (7,4) et dans l’octanol après avoir été mis en contact avec 
les deux solvants. Expérimentalement, les deux solvants ont été mélangés pendant 24 heures afin de 
permettre leur saturation mutuelle. Après séparation des phases, 0,1 mg de chaque composé testé a été 
placé dans un vial contenant 1,00 mL de solution aqueuse (PBS pH 7,4) et 0,50 mL d’octanol. Le 
mélange a été agité mécaniquement 10 minutes, avant d’être laissé sans agitation pendant 30 minutes 
afin de permettre la séparation des phases. Un aliquot (10 µL) de chaque phase a été analysé par HPLC 
analytique et les composes à l’étude ont été détectés par spectrométrie UV (214 nm). 
 
L’équation reliant les concentrations relatives et le LogD7.4 pour un composé X est :  
 
LogD7.4 = Log ([X octanol] / [X PBS pH 7,4]) 
 
où [X octanol] représente la concentration du composé dans l’octanol et [X PBS pH 7,4] représente la 
concentration du composé dans la solution aqueuse. L’absorption UV étant proportionnelle à la 
concentration, le ratio [X octanol] / [X PBS pH 7,4] a été calculé comme étant égal au ratio de l’aire sous la 
courbe (AUC) du pic d’absorption du composé à l’étude dans chacune des phases. 
 
LogD7.4 = Log (AUC octanol / AUCsolution aqueuse) 
 
Le composé 139 (Tyr-//-Gly-CSNH-Gly-Phe-CSNH-Leu), ayant été obtenu en trop faible quantité, n’a 
pas pu être évalué de cette façon. Les résultats expérimentaux de LogD7.4 obtenus pour les composés 
peptidomimétiques ont été compilés et comparés au LogP calculé (cLogP, mesure théorique du 
logarithme du coefficient de partition entre l’octanol et l’eau pure) ainsi qu’à l’aire totale de surface 
polaire (tPSA), tous deux calculés à l’aide de ChemBioDraw Ultra 12.0 (Tableau 9). Afin de faciliter 
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l’analyse comparative de l’influence de la substitution d’amides par des bioisostères sur la lipophilicité, 
la différence entre les valeurs de LogD7.4, de cLogP et de tPSA et celles de la Leu-Enképhaline 
(ΔLogD7.4, ΔcLogP et ΔtPSA, respectivement) a été calculée selon les équations suivante. 
 
ΔLogD7.4 Isostère = LogD7.4 Composé peptidomimétique - LogD7.4 Leu-Enképhaline 
 
ΔcLogP Isostère = cLogP Composé peptidomimétique - cLogP Leu-Enképhaline 
 
ΔtPSA Isostère = tPSA Composé peptidomimétique - tPSA Leu-Enképhaline 
 
 
Tableau 9. Tableau rapportant les valeurs de LogD7.4, de cLogP, de tPSA, de ΔlogD7.4 expérimental, de 
ΔcLogP et de ΔtPSA  pour la Leu-enképhaline ainsi que pour les composés peptidomimétiques de Leu-
enképhaline synthétisés. 
 
Entrée Formule du composé peptidomimétique LogD7.4 cLogP tPSA ΔlogD7.4 
expérimental 
ΔcLogP ΔtPSA 
34 Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu -0,886
a
 -0,851 199,95 0 0 0 
- Tyr-//-Gly-Gly-Phe-Leu -0,481
b
 0,008 170,85 +0,405 +0,859 -29,10 
- Tyr-Gly-Gly-Phe-O-Leu -0,400 -0,524 197,15 +0,486 +0,327 -2,80 
- Tyr-Gly-Gly-Phe-NMe-Leu -0,363 -0,220 191,16 +0,523 +0,631 -8,79 
- Tyr-Gly-CSNH-Gly-Phe-Leu 0,132 -0,596 182,88 +1,018 +0,255 -17,07 
133 Tyr-//-Gly-Gly-Phe-O-Leu -0,073 0,336 168,05 +0,813 +1,187 -31,90 
132 Tyr-//-Gly-Gly-Phe-NMe-Leu -0,021 0,640 162,06 +0,865 +1,491 -37,89 
135 Tyr-Gly-CSNH-Gly-Phe-NMe-Leu 0,511 0,036 174,09 +1,397 +0,887 -25,86 
136 Tyr-//-Gly-CSNH-Gly-Phe-Leu 0,459 0,491 153,78 +1,345 +1,342 -46,17 
137 Tyr-//-Gly-CSNH-Gly-Phe-NMe-Leu 0,907 1,12 144,99 +1,793 +1,971 -54,96 
- Tyr-Gly-CSNH-Gly-Phe-CSNH-Leu - -0,411 165,81 - +0,440 -34,14 
139 Tyr-//-Gly-CSNH-Gly-Phe-CSNH-Leu - 0,676 136,71 - +1,527 -63,24 
140 Tyr-Gly-Gly-F//-Phe-Leu -0,093 -0,113 170,85 +0,793 +0,738 -29,10 
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Les résultats obtenus (Tableau 9) démontrent que le remplacement d’un amide par un alcène, un ester 
et un N-méthylamide produisent des résultats similaires au niveau de l’augmentation du LogD7.4 
(augmentation de 0,405, 0,486 et 0,523, respectivement). Le remplacement d’un amide par un 
fluoroalcène produit une augmentation du LogD7.4 de 0,793, soit 0,388 de plus que pour l’alcène, ce qui 
est en accord avec d’autres expériences indiquant que les fluoroalcènes sont plus lipophiles que les 
alcènes.  De tous les isostères d’amides explorés dans cet ouvrage, le thioamide est celui qui possède la 
plus grande lipophilicité (augmentation du LogD7.4 de 1,018) par rapport à la Leu-enképhaline non 
modifiée, ce qui peut sembler surprenant, considérant que les thioamides possèdent deux hétéroatomes, 
ainsi qu’un lien très polarisé (le lien N-H). 
 
Les deux molécules peptidomimétiques à deux modifications n’étant pas dotées d’un thioamide ont des 
valeurs de LogD7.4 comparables (-0,073 et -0,021 pour le composé doté d’un alcène et d’un ester et pour 
le composé doté d’un alcène et d’un N-méthylamide, respectivement) et se rapprochant du 0, indiquant 
une très faible préférence pour l’eau par rapport à l’octanol. Les deux molécules peptidomimétiques à 
deux modifications dotées d’un thioamide ont aussi des valeurs de LogD7.4 comparables (0,511 et 0,459 
pour le composé doté d’un thioamide et d’un N-méthylamide et pour le composé doté d’un alcène et 
d’un thioamide, respectivement) et se retrouvant au dessus de 0, indiquant leur préférence pour 
l’octanol par rapport à l’eau. La molécule peptidomimétique dotée de trois modifications (alcène, 
thioamide et N-méthylamide), avec un LogD7.4 de 0,907, est celle possédant la plus grande lipophilicité 
et est, par conséquent, celle se rapprochant le plus de la valeur suggérée de LogD7.4 de 2 pour un 
composé traversant la barrière hémato-encéphalique. 
 
Concernant les valeurs théoriques (cLogP et tPSA, Tableau 9), la contribution de chaque isostère à la 
lipophilicité du composé peptidomimétique ne suit pas le même ordre que dans le cas du LogD7.4.  
 
Expérimentalement, l’importance de l’influence des isostères suit l’ordre suivant :  
 
ΔLogD7.4 Alcène < ΔLogD7.4 Ester < ΔLogD7.4 N-méthylamide < ΔLogD7.4 Fluoroalcène < ΔLogD7.4 Thioamide 
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Les résultats théoriques indiquent que l’ordre est, pour le cLogP et le tPSA: 
 
ΔcLogP Thioamide < ΔcLogP Ester < ΔcLogP N-méthylamide < ΔcLogP Fluoroalcène < ΔcLogP Alcène 
 
ΔtPSA Ester < ΔtPSA N-Méthylamide < ΔtPSA Thioamide < ΔtPSA Fluoroalcène = ΔtPSA Alcène 
 
Il est intéressant de noter que, bien qu’expérimentalement, l’alcène soit l’isostère contribuant le moins à 
l’augmentation de la lipophilicité, il est celui qui y contribue le plus selon les calculs théoriques. De 
plus, le fluoroalcène, qui, empiriquement, est plus lipophile que l’alcène, se voit attribuer une 
lipophilicité plus faible ou égale à celle de l’alcène dans le cas du calcul du cLogP et du tPSA, 
respectivement. Quant au thioamide, l’isostère le plus lipophile selon les données expérimentales, il se 
retrouve au dernier ou au troisième rang, selon la méthode employée (cLogP et tPSA, respectivement). 
Dans tous les cas, l’ester est considéré comme étant moins lipophile que le N-méthylamide. 
 
Théoriquement, la valeur du logarithme du coefficient de partition à pH neutre (LogP) d’une substance 
est égale à la somme des constantes d’hydrophobicité (π) des différents constituants de la molécule.155 
À pH = 7,4, le logarithme du coefficient de partition (LogD7.4) d’un composé peptidomimétique dont un 
amide a été substitué par un substituant A pourrait se calculer ainsi : 
 
LogD7.4 A = ΣπLE – πAmide + πA  
 
Où ΣπLE représente la somme des constantes d’hydrophobicité de tous les constituants de la Leu-
enképhaline, πAmide représente la constante d’hydrophobicité de l’amide qui a été substitué et πA 
représente la constante d’hydrophobicité du substituant A. Il est à noter que les constantes 
d’hydrophobicité mentionnées ici ne sont pas les mêmes que celles mesurées à pH neutre, puisqu’il est 
question ici d’un système à pH = 7.4. 
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La différence (ΔLogD7.4A) entre le LogD7.4 d’un composé peptidomimétique dont un amide a été 
substitué par A (LogD7.4A) et le LogD7.4 de la Leu-enképhaline (LogD7.4LE) sera donc égale à la 
différence entre la constante d’hydrophobicité du substituant A et celui de l’amide.  
 
ΔLogD7.4A = LogD7.4A - LogD7.4LE 
ΔLogD7.4A = (ΣπLE - πAmide + πA) – (ΣπLE) 
ΔLogD7.4A = πA – πAmide 
 
Finalement, la différence (ΔLogD7.4A) entre le LogD7.4 d’un composé peptidomimétique dont deux 
amides ont été substitués par A et B (LogD7.4AB, Tableau 10) et le LogD7.4 de la Leu-enképhaline 
(LogD7.4LE) sera égale à la somme de la différence entre le LogD7.4 du composé peptidomimétique 
contenant A et celui de la Leu-enképhaline (ΔLogD7.4A) et de la différence entre le LogD7.4 du 
composé peptidomimétique contenant B et celui de la Leu-enképhaline (ΔLogD7.4B).  
 
ΔLogD7.4AB = LogD7.4AB - LogD7.4LE 
ΔLogD7.4AB = (ΣπLE – 2 πAmide + πA + πB) – (ΣπLE) 
ΔLogD7.4AB = πA + πB – 2 πAmide 
ΔLogD7.4AB = (πA - πAmide) + (πB – πAmide) 
ΔLogD7.4AB = ΔLogD7.4A + ΔLogD7.4B 
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Tableau 10. Tableau rapportant les valeurs de LogD7.4 pour la Leu-enképhaline ainsi que pour les 
composés peptidomimétiques de Leu-enképhaline synthétisés. 
 
Entrée Formule du composé peptidomimétique LogD7.4 ΔlogD7.4 
expérimental 
ΔlogD7.4 calculé 
34 Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu -0,886
a
 0 0 
- Tyr-//-Gly-Gly-Phe-Leu -0,481
b
 +0,405 - 
- Tyr-Gly-Gly-Phe-O-Leu -0,400 +0,486 - 
- Tyr-Gly-Gly-Phe-NMe-Leu -0,363 +0,523 - 
- Tyr-Gly-CSNH-Gly-Phe-Leu 0,132 +1,018 - 
133 Tyr-//-Gly-Gly-Phe-O-Leu -0,073 +0,813 +0,891 
132 Tyr-//-Gly-Gly-Phe-NMe-Leu -0,021 +0,865 +0,928 
135 Tyr-Gly-CSNH-Gly-Phe-NMe-Leu 0,511 +1,397 +1,541 
136 Tyr-//-Gly-CSNH-Gly-Phe-Leu 0,459 +1,345 +1,423 
137 Tyr-//-Gly-CSNH-Gly-Phe-NMe-Leu 0,907 +1,793 +1,946 
139 Tyr-//-Gly-CSNH-Gly-Phe-CSNH-Leu - - +2,441 
140 Tyr-Gly-Gly-F//-Phe-Leu -0,093 +0,793 - 
 
 
 
Expérimentalement, les variations de LogD7.4 causées par la combinaison de modifications semblent 
correspondre à la somme des variations causées par les modifications seules. Pour la combinaison de 
l’alcène et de l’ester, une valeur empirique de 0,813, une valeur théorique de 0,891 (0,405 + 0,486) et 
un écart de 9% entre les deux ont été obtenus. Pour la combinaison de l’alcène et du N-méthylamide, 
une valeur empirique de 0,865, une valeur théorique de 0,928 (0,405 + 0,523) et un écart de 7% entre 
les deux ont été obtenus. Pour la combinaison du thioamide et du N-méthylamide, une valeur empirique 
de 1,397, une valeur théorique de 1,541 (1,018 + 0,523) et un écart de 9% entre les deux ont été 
obtenus. Pour la combinaison de l’alcène et du thioamide, une valeur empirique de 1,345, une valeur 
théorique de 1,423 (0,405 + 1,018) et un écart de 5% entre les deux ont été obtenus. Pour la 
combinaison de l’alcène, du thioamide et du N-méthylamide, une valeur empirique de 1,793, une valeur 
théorique de 1,946 (0,405 + 1,018 + 0,523) et un écart de 8% entre les deux ont été obtenus. Suivant 
cette logique, le composé résultant de la substitution par un alcène et deux thioamides devrait être celui 
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présentant la plus grande lipophilicité, avec une variation de 2,441 (0,405 + 1,018 + 1,018) par rapport à 
la Leu-Enképhaline et un LogD7.4 de 1,555. 
 
La relation d’additivité observée ici s’applique aussi avec les valeurs de cLogP et de tPSA avec 100% 
d’exactitude (les valeurs calculées ne sont pas rapportées puisqu’aucune différence n’est observée), sauf 
dans le cas du composé peptidomimétique doté d’un alcène et d’un thioamide et de celui doté d’un 
alcène, d’un thioamide et d’un N-méthylamide. Dans le premier cas, la valeur de ΔcLogP calculée par 
addition de celles de l’alcène et du thioamide (0,859 + 0,255 = 1,114) a un écart de 20% avec la valeur 
calculée de façon numérique (1,342) pour le composé doté des deux bioisostères. Dans le second cas, 
les valeurs de ΔcLogP calculées par addition de celles de l’alcène, du thioamide et du N-méthylamide 
(0,859 + 0,255 + 0,631 = 1,745), par addition de celle de l’alcène avec celle du thioamide et du N-
méthylamide (0,859 + 0,887 = 1,746) et par addition de celle de l’alcène et du N-méthylamide avec 
celle du thioamide (1,491 + 0,255 = 1,746) ont toutes un écart de 13% avec la valeur calculée de façon 
numérique (1,971) pour le composé doté des trois bioisostères. Seule l’addition de la valeur de ΔcLogP 
de l’alcène et du thioamide avec celle du N-méthylamide (1,342 + 0,631 = 1,973) mène au même 
résultat que la valeur calculée de façon numérique. 
 
Il est à noter que, bien que selon la théorie, la lipophilicité ne dépend que des groupements fonctionnels, 
leur emplacement dans le peptide peut influencer la lipophilicité du peptide. Par exemple, un 
groupement remplaçant un amide dont les hétéroatomes sont impliqués dans un pont H intramoléculaire 
aura une influence plus faible sur la lipophilicité que le même groupement remplaçant un amide dont 
les hétéroatomes sont en contact avec le solvant, complexifiant donc la relation mathématique entre la 
lipophilicité d’un composé peptidomimétique doté d’un seul isostères et celle d’un composé 
peptidomimétique doté de plusieurs isostères. 
 
2.3.2. Résultats de stabilité plasmatique 
 
En plus de la lipophilicité, la stabilité plasmatique des peptides 132, 133, 135 et 136 a été évaluée en 
utilisant du plasma de rat dilué de moitié avec de la saline (la Leu-enképhaline se dégradant trop 
rapidement (t1/2 d’environ 2 min) dans le plasma pur pour permettre la prise de mesures significatives, il 
a été jugé préférable d’utiliser un milieu dégradant les composés peptidomimétiques moins rapidement). 
La solution résultante a été séparée puis incubée à 37 
o
C pendant diverses durées (0, 5, 10, 15, 20, 30, 
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40 et 60 minutes) avant l’ajout de méthanol qui cause la précipitation des protéines et cesse la 
dégradation. Après centrifugation, de la Fmoc-Leucine a été ajoutée au surnageant, qui a été par la suite 
analysé par HPLC analytique. Pour chaque durée d’incubation, la fraction non dégradée de composé 
peptidomimétique a été obtenue en calculant le rapport de l’aire sous la courbe du pic d’absorption du 
composé et celle du pic d’absorption du standard interne (Fmoc-Leucine) et en faisant la comparaison 
avec l’échantillon dont le temps d’incubation a été de 0 minutes. Pour chaque molécule 
peptidomimétique, les fractions restantes de composé en fonction du temps ont été rapportées de façon 
graphique (Figure 32). 
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Figure 32. Courbes de dégradation plasmatique de la Leu-Enképhaline et de différents composés 
peptidomimétiques. 
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Figure 32 (suite). Courbes de dégradation plasmatique de la Leu-Enképhaline et de différents 
composés peptidomimétiques. 
 
La quantité relative de composé non dégradé en fonction du temps répond à une courbe exponentielle et 
est exprimée selon l’équation suivante, où λ représente la constante de décomposition et t représente le 
temps. 
Fraction non dégradée = e
-λt
 
 
Chaque courbe a été dérivée à l’aide du logiciel Excel et l’équation de décomposition de chaque 
composé est représentée sur leur graphique respectif, y représentant la fraction de composé non dégradé 
et x représentant le temps en minutes. Par la suite, le temps de demi-vie (t1/2), défini comme étant le 
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temps nécessaire à une décomposition de la moitié du composé, a été calculé comme étant égal au 
logarithme naturel de 0,5 divisé par –λ (Tableau 11). 
 
Fraction non dégradée = 0,5 = e
-λt
 
ln (0,5) = ln (e
-λt
)
 
ln (0,5) = -λt 
(ln (0,5)) / -λ = t1/2 
 
Afin de faciliter l’analyse comparative de l’influence de la substitution d’amides par des bioisostères 
sur la stabilité plasmatique, le rapport (Ratio LE, Tableau 11) entre le temps de demi-vie (t1/2) de 
chaque composé avec celui de la Leu-Enképhaline (t1/2 LE) a été calculé selon l’équation suivante. 
 
Ratio LE = t1/2 / t1/2 LE 
 
Tableau 11. Tableau rapportant les valeurs de t1/2  (en minutes) pour la Leu-enképhaline ainsi que pour 
certains composés peptidomimétiques, en plus de leur rapport avec celui de la Leu-enképhaline. 
 
Entrée Formule du composé 
peptidomimétique 
t1/2 (minutes) Ratio LE 
34 Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu 5,13 
a
 1,00 
- Tyr-//-Gly-Gly-Phe-Leu 69,3
 a,b
 13,5 
- Tyr-Gly-Gly-Phe-O-Leu 1,68 
a
 0,328 
- Tyr-Gly-Gly-Phe-NMe-Leu 17,3 
a
 3,38 
- Tyr-Gly-CSNH-Gly-Phe-Leu 12,8 2,50 
133 Tyr-//-Gly-Gly-Phe-O-Leu 1,37 0,267 
132 Tyr-//-Gly-Gly-Phe-NMe-Leu 139 
b
 27,0 
135 Tyr-Gly-CSNH-Gly-Phe-NMe-Leu 43,3 8,44 
136 Tyr-//-Gly-CSNH-Gly-Phe-Leu 231 
b
 45,0 
a) Travaux effectués par Arnaud Proteau-Gagné. b) Valeurs obtenues par extrapolation. 
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Les molécules peptidomimétiques dotées seulement d’un alcène, d’un N-méthylamide ou d’un 
thioamide sont plus résistantes à la dégradation plasmatique que la Leu-enképhaline, avec des temps de 
demi-vie plus de 13,5 fois, 3,38 fois et 2,50 fois supérieurs, respectivement. La substitution d’un amide 
pour un ester semble mener à un composé légèrement moins stable que la Leu-enképhaline, quoique 
cette différence ne soit pas nécessairement significative. 
 
En excluant le cas de l’ester, le fait de combiner des modifications sur une même molécule 
peptidomimétique semble avoit un certain effet multiplicateur sur le temps de demi-vie. La 
combinaison d’un alcène (t1/2 = 13,5 t1/2 LE) et d’un N-méthylamide (t1/2 = 3,38 t1/2 LE) mène au composé 
132 ayant un temps de demi-vie 27,0 fois supérieur à celui de la Leu-enképhaline (13,5 t1/2 LE  X 3,38 t1/2 
LE = 45,6 t1/2 LE, écart de 40%). Dans le cas de la combinaison d’un thioamide et d’un N-méthylamide, 
le composé résultant (135) a un temps de demi-vie 8,44 fois supérieur à celui de la Leu-enképhaline 
(2,50 t1/ 2LE  X 3,38 t1/2 LE = 8,45 t1/2 LE, écart de 0,1%) et, dans le cas de la combinaison d’un alcène et 
d’un thioamide (136), le composé résultant a un temps de demi-vie 45,0 fois supérieur (13,5 t1/2 LE  X 
2,50 t1/2 LE = 33,75 t1/2LE, écart de 33%) . 
 
La multiplication est en fait un estimé grossier de la relation entre les temps de demi-vie des composés 
dotés d’un seul isostère et celui des composés dotés d’isostère combinés, et la relation mathématique 
unissant ces valeurs est probablement plus complexe. De plus, les valeurs obtenues pour les composés  
132 et 136 ont été obtenues par extrapolation, et plus de données seraient nécessaires afin d’obtenir des 
valeurs plus représentatives de la réalité. 
 
Néanmoins, cette relation démontre que la combinaison d’isostères augmente la stabilité avec un certain 
effet additif. Les temps de demi-vie des molécules peptidomimétiques à plusieurs modifications 
incluant un alcène (encore une fois, en excluant l’ester) ont tous un temps de demi-vie supérieur à celui 
obtenu pour l’alcène seul, et la molécule peptidomimétique combinant un alcène et un thioamide a un 
temps de demi-vie supérieur à celui combinant un alcène et un N-méthylamide, bien que le temps de 
demi-vie du thioamide seul soit plus petit que celui du N-méthylamide seul. Le composé 
peptidomimétique doté d’un thioamide et d’un N-méthylamide a un temps de demi-vie inférieur à tous 
ceux dotés d’un alcène, démontant l’importance d’un alcène en position 1 pour la stabilité plasmatique, 
ce qui pourrait indiquer l’importance des carboxypeptidases dans la dégradation de la Leu-enképhaline, 
en accord avec des résultats de dégradation précédemment obtenus.
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Dans le cas du composé peptidomimétique doté d’un alcène et d’un ester, le temps de demi-vie obtenu 
(1,37 min) est du même ordre que celui du composé peptidomimétique doté d’un ester seulement (1,68 
min). Étant le seul cas où la combinaison d’isostères ne mène pas à une augmentation de la stabilité, il 
pourrait être posé comme hypothèse que l’ester en position 4 est plus vulnérable aux peptidases que 
l’amide en position 4. La présence d’un ester à cette position devient alors le facteur limitant de la 
stabilité de la molécule peptidomimétique dotée de plusieurs modifications dans laquelle il est introduit, 
ce qui pourrait indiquer l’importance des aminopeptidases dans la dégradation de la Leu-enképhaline. 
Certaines protéases étant connues pour avoir une activité prononcée sur les structures en feuillets β,156 il 
pourrait être posé comme hypothèse que l’amide en position 4 est impliqué dans une structure de ce 
type en solution, ce qui serait en accord avec la conformation repliée I (Figure 29) retrouvée à l’état 
cristallin. 
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CONCLUSION GÉNÉRALE 
 
La combinaison dans un même composé peptidomimétique de plusieurs isostères mène à des composés 
ayant, dans certains cas, une bonne affinité pour le récepteur δ. Les composés non dotés d’un thioamide 
ont subi des pertes à ce niveau, alors que ceux dotés d’un thioamide ont gardé une bonne affinité pour le 
récepteur δ, soulignant l’importance d’un amide jouant le rôle de donneur de pont hydrogène à la 
position 2 du peptide. 
 
Des pertes considérables au niveau de l’activité sur l’inhibition de la contraction du mouse vas deferens 
ont été observées pour toutes les molécules peptidomimétiques synthétisées. Comme pour l’affinité, les 
pertes d’activité sont plus prononcées pour les composés qui ne sont pas dotés d’un thioamide, sauf 
dans le cas du composé peptidomimétique doté d’un alcène, d’un thioamide et d’un N-méthylamide qui, 
par sa bonne affinité pour le récepteur δ, son activité nulle sur l’inhibition de la contraction du mouse 
vas deferens et par sa grande lipophilicité, pourrait s’avérer utile en tant qu’outil pharmacologique. Les 
composés testés ont une activité comparable à celle de la Leu-enképhaline sur la phosphorylation de 
ERK 1 et de ERK 2. La combinaison d’isostères a donc fonctionné à ce niveau pour obtenir des 
composés ayant une bonne activité biologique. 
 
L’influence de la combinaison d’isostères sur la lipophilicité semble être additive. Le thioamide est 
l’isosère conférant la plus grande lipohilicité, et la molécule peptidomimétique intégrant un alcène, un 
thioamide et un N-méthylamide est la plus lipophile de tous les composés testés. L’influence sur la 
stabilité enzymatique semble aussi être additive, et l’alcène en position 1 (sauf dans le cas de la 
combinaison avec l’ester) est l’isostère qui confère la plus grande stabilité enzymatique aux analogues 
de Leu-enképhaline. La synthèse de molécules peptidomimétiques dotées de plusieurs isostères est donc 
une approche viable pour l’obtention de composés au profil pharmacocinétique amélioré. 
 
Comme le but premier était de synthétiser des peptides activant sélectivement le récepteur δ, il serait 
intéressant d’effectuer des essais de liaison et d’activité sur les récepteurs µ et κ, ce qui pourrait 
confirmer la sélectivité des composés peptidomimétiques synthétisés ainsi que permettre l’obtention de 
données supplémentaires sur les critères de sélectivité envers les différents sous-types de récepteurs aux 
opioïdes. 
 104 
De plus, les données obtenues ont permis d’obtenir quelques données sur des conformations actives 
possibles, quoiqu’il soit encore impossible de déterminer la structure active des enképhalines. Les 
données cristallographiques obtenues par la cristallisation du récepteur δ lié au naltrindole157 utilisées 
en conjonction avec nos données pourraient potentiellement permettre l’élucidation de la structure 
active des enképhalines. 
 
Pour poursuivre nos recherches sur les molécules peptidomimétique, il pourrait être intéressant de 
remplacer séquentiellement et systématiquement les amides 1, 2 et 4 de la Leu-enképhaline par un 
fluoroalcène. La méthode utilisée dans cet ouvrage utilise un auxiliaire chiral pour la formation du 
centre chiral de l’acide aminé en position C terminale. Une autre méthode existe et utilise des dérivés de 
la L-phénylglycine (ou de son énantiomère) pour la formation du centre chiral de l’acide aminé en 
position N terminale. Une grande variété d’isostères de dipeptides peut donc être synthétisée.158 La 
substitution de l’amide 1 et 4 seraient particulièrement intéressante pour 2 raisons immédiates, la 
première parce qu’il a déjà été observé qu’un alcène est bien toléré à cette position, et la seconde parce 
que les résultats obtenus précédemment indiquent que l’amide 4 est impliqué en tant qu’accepteur de 
pont hydrogène.
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En plus des amides, les groupements chargés de la Leu-enképhaline (acide carboxylique et amine), 
comme les amides, contribuent grandement à la faible lipophilicité de la molécule. Les tétrazoles sont 
des isostères d’acides carboxyliques qui possèdent une acidité similaire (pKa = 4,9) à celle des acides 
carboxyliques (pKa = 4,2 à 4,4) et qui sont considérés comme étant environ dix fois plus lipophiles que 
les acides carboxyliques.
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 Un analogue de Leu-enképhaline dont l’acide carboxylique a été substitué 
par un tétrazole a déjà été préparé et démontrait une bonne activité et une bonne sélectivité envers le 
récepteur δ.159 Cet isostère pourrait donc s’ajouter à la liste d’isostères utilisés simultanément pour la 
conception de molécules peptidomimétiques.
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Finalement, la conformation spatiale de tels systèmes possédant un très grand nombre de degrés de 
liberté, on peut considérer les systèmes ligand-récepteur comme étant des systèmes complexes. En 
effet, la structure repliée d’un ligand linéaire (peptide) dépend de, tout en ayant une influence sur, la 
structure repliée d’un récepteur linéaire (protéine), qui elle aussi dépend de, et exerce une influence sur  
la structure du ligand. Il est donc relativement impossible d’établir des prévisions exactes quant à 
l’activité potentielle d’une molécule flexible. Il serait donc possible que la synthèse d’un composé 
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peptidomimétique doté de plusieurs isostères, mais placés à des positions différentes de celles obtenues 
lors des essais préliminaires impliquant un seul isostère (Tableaux 1, 2 et 3), puisse mener à des 
composés ayant un bon profil pharmacodynamique ainsi qu’un bon profil pharmacocinétique. À cette 
fin, la chimie combinatoire est possible car chaque isostère est construit comme étant un « bloc de 
construction » et il serait relativement aisé de créer une banque plus large de molécules 
peptidomimétiques dotées de plusieurs substitutions combinées. 
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PARTIE EXPÉRIMENTALE 
 
Remarques générales 
 
Certaines réactions (mentionnées dans les méthodes spécifiques de préparation) ont été effectuées sous 
atmosphère d'argon dans de la verrerie séchée à la flamme sous pression réduite. Les solvants anhydres 
et certains réactifs liquides ont été distillés avant leur utilisation, et ils sont rapportés dans le tableau G.1 
suivant. 
 
Tableau G.1 : Agents desséchants utilisés pour la distillation de différents solvants et réactifs. 
 
Solvant / Réactif distillé Agent desséchant 
Dichlorométhane Hydrure de calcium 
N,N-Diisopropylamine Hydroxyde de potassium 
N,N-Diisopropyléthylamine Hydroxyde de potassium 
N-Méthylmorpholine Hydroxyde de potassium 
Tétrahydrofurane Sodium, Benzophénone 
N,N,N-Triéthylamine Hydroxyde de potassium 
 
Les chromatographies sur couche mince ont été effectuées sur des plaques de verre recouvertes de gel 
de silice (0.25 mm, Silicyle). Les produits en chromatographie sur couche mince ont été révélés à la 
lampe UV, puis par trempage dans une solution aqueuse de KMnO4 ou dans une solution de ninhydrine, 
suivi d'un chauffage. Les chromatographies éclair ont été effectuées avec du gel de silice (40-63 m, 
Silicyle). 
 
Les spectres infrarouge ont été obtenus par dépôt d'un film de produit sur une pastille de chlorure de 
sodium, avec un spectromètre Perkin-Elmer Spectrum 1600 FT-IR.  Les spectres de résonance 
magnétique nucléaire (
1
H, 
13
C, HMBC) ont été enregistrés avec un appareil Bruker AC-300. L’étalon 
interne est le chloroforme (7,26 ppm) ou le diméthylsulfoxyde (2,49 ppm) pour la résonance des 
protons et le chloroforme (77,0 ppm) pour la résonance des carbones.  Les spectres de masse ont été 
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enregistrés avec un spectromètre VG Micromass ZAB-2F. La purification par HPLC préparative a été 
effectuée en utilisant une colonne VYDAC 218TP C18. L’appareillage et les paramètres utilisés pour les 
analyses de pureté, de lipophilicité et stabilité plasmatique sont décrites dans les méthodes générales. 
 
Modes opératoires 
Comme les modes opératoires ont été rédigés en anglais, ils ont été placés en Annexe (Annexe 1). 
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ANNEXE 1 : MODES OPÉRATOIRES RÉDIGÉS EN ANGLAIS 
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General method of solid phase synthesis 
 
All of the methods stated in this section apply unless stated otherwise in the specific experimental 
methods. 
 
The resins (Wang resin for peptides 132 and 2-chlorotrityl resin for peptides 135, 136, 137, 139 and 
140) were washed using DMF (3 x 5 mL), 5 mL iPrOH (3 x 5 mL) and 5 mL DCM (3 x 5 mL) after 
every loading, resin protection, coupling and Fmoc deprotection. During every wash, the resin was 
agitated with the solvent in a shaker for a duration of 1 min. 
 
The resin was placed in a sintered glass peptide synthesis vessel. For the loading only, the substrate and 
reagents quantities were calculated based on the loading information given by the manufacturer. 1 
equivalent of the first amino acid (C-terminal), 1 equivalent of DiPEA and DMF were added to the 
resin. The suspension was agitated in a shaker for 5 min, 1.5 equivalent of DiPEA was added and the 
suspension was agitated in a shaker overnight. The resin was then washed using the method described 
above. All loadings were quantified by UV quantitation of Fmoc release: An aliquot (10 mg) of resin 
was dried under vacuum, a piperidine (1 mL) and DMF (1 mL) solution was added, and the suspension 
was agitated in a shaker for 30 min. A portion of the solution (0.5 mL) was diluted in DCM (4.5 mL) 
and was read with a UV spectrometer. Loading of the resin (mmol/g) was calculated as being equal to 
the average of (absorbance at 301 nm X 20 000) / (7800 X weight of the aliquot (mg)) and (absorbance 
at 290 nm X 20 000) / (5800 X weight of the aliquot (mg)). The loadings obtained for each resin are 
mentioned and used as the basis of equivalent calculation in the specific experimental methods. 
 
After the initial loading, the remaining free sites were protected using methanol and agitating in a 
shaker for 30 min. All Fmoc deprotections were done using piperidine and DMF (1:1) and agitation for 
30 min in a shaker. 
 
Subsequent couplings were performed using 4 equivalents of protected amino acid, 4 equivalents of 
HATU and 8 equivalents of NMM in a minimum volume of DMF, and the suspension was agitated 
overnight in a shaker. Couplings of a thioacyl-N-nitrobenzotriazole were performed by adding THF and 
NMM to the resin at 0
o
C under an argon atmosphere. The modified amino acid was then added and the 
suspension was agitated overnight at rt. 
 
Final peptides synthesized using Wang resin were cleaved from their resin in a glass vial, and the 
suspension was stirred for 1 h 30 min with TFA/H2O/TiPS (95%, 2.5%, 2.5%, 3 mL for each gram of 
resin). After cleavage, the mixtures were filtered on cotton and dropped in a large amount of water (20 
mL). The remaining solvents were concentrated under vacuum and the aqueous solution was frozen and 
lyophilized. 
 
Final peptides synthesized using 2-chlorotrityl resin were cleaved from their resin in a glass vial, and 
the suspension was stirred for 5 min with HFiP and DCM (1:3). After cleavage, the mixtures were 
filtered on cotton and evaporated. Formic acid (2 mL) was added, the solution was stirred for 2 h, water 
(200 mL) was added and the solution was immediately freeze dried. 
 
All crude peptides were purified using preparative reverse-phase HPLC, detecting at 280 nm, with a 
VYDAC 218TP C18 column and using ACN gradient in a 0.1% TFA aqueuous solution (from 0% to 
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60%) with a flow rate of 7 mL/min over 2 h. The purity of all fractions was analyzed using an Agilent 
1100 series analytical HPLC, detecting at 214 nm, with a Phenomenex 5 µM 4.6.0 X 100 mm C18 
column using a gradient of ACN in 0.1% TFA aqueous solution. Fractions with purity over 95% were 
combined, and freeze dried. 
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Method for LogD7.4 determination 
 
A modified version of the shake flask method was used to dermine the LogD7.4 of compounds of 
interest. Prior to the experiment, octanol and phosphate buffer (PBS pH 7.4) were mixed during 24 h o 
ensure saturation of each solution. The mixture was allowed to rest, and the phases were separated to 
use as solvents for the experiment. LogD7.4 determination was performed at room temperature using 
triplicates for each measurement. Each peptide (0,1 mg) was placed in a vial to which saturated PBS pH 
7.4 (1,00 mL) and octanol (0,50 mL) were added. The mixture was mechanically shaken for 10 min and 
allowed to rest 30 min to ensure complete phase separation. Aliquots of both phases were taken and 
injected in an HPLC instrument (10 µL of each aliquot was injected in an Agilent 1100 HPLC, column: 
Agilent Eclipse Plus C-18 column, 50 mm X 3.0 mm, 1.8 µm; using a gradient of ACN and 0.1% 
aqueous TFA solution from 2% to 98% in 20 min; with a flow rate of 0.4 mL/min and detecting in the 
UV spectrum at 214 nm). The area under the curve (AUC) of the corresponding peak was integrated for 
each phase injected. The LogD7.4 for each peptide was calculated as LogD7.4 = log (AUCoctanol / AUC 
PBS pH 7.4). 
 
Method for plasma stability determination 
 
Plasma was prepared from two male Sprague-Dawley rats
87
 (300-350 g; Charles River Laboratories, St-
Constant, Quebec, Canada). All animal procedures were approved by the Ethical Committee for Animal 
Care and Experimentation of the Université de Sherbrooke (protocol #324-10) and were performed 
according to the regulations of the Canadian Council on Animal Care (CCAC). 
 
In order to decrease peptide degradation and to increase significant data, the experiments were 
performed using plasma (50%) diluted in saline. Nondiluted plasma (25 µL) was incubated at 37 
o
C for 
15 min before the addition of the aqueous saline peptide solution (25 µL). Solutions consisted of 
peptide at a concentration of 100 µM in isotonic sodium chloride (0.9% w/v). After addition of the 
peptide, the solution was vortexed. Eight aliquots were incubated at 37 
o
C, and degradation was stopped 
at 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40 and 60 min by addition of methanol (100 µL). The resulting solutions were 
centrifuged at 13 krpm for 15 min at 4 
o
C. To 155 µL of the supernatant was added 5 µL of internal 
standard, consisting of 500 µM Fmoc-leucine in methanol. 
 
Degradations were performed in triplicates and the resulting solutions were analyzed by HPLC (40 µL 
of solution was injected in an Agilent 1100 series HPLC, column: Symmetry C18 5 µm 4.6 x 150 mm, 
heated at 30 
o
C, using a gradient of ACN in 0.1% aqueuous TFA solution from 0% to 75% in 20 min, 
with a flow rate of 1.2 mL/min and detecting in the UV spectrum at 223 nm). A blank sample of the 
same dilution but containing no peptide was injected to identify background peaks due to plasma. A 
standard peptide solution at the same dilution but containing no plasma was injected to ensure that no 
peptides were lost in the plasma precipitate. The fraction of nondegraded peptide was calculated by 
determining the ratio between the area under the curve (AUC) of Fmoc-leucine and the AUC of the 
tested peptide. For all points, the means of the ratios for the triplicates were calculated, and the mean of 
the 0 min triplicate was fixed at 100% peptide remaining. The AUC of the 0 min triplicate and the 
standard solution (no plasma) in all cases were not significantly different. 
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(S)-methyl 3-(tert-butoxycarbonylamino)-4-(4-tert-butoxyphenyl)butanoate (94) 
 
Diazomethane was prepared by adding dropwise a solution of Diazald
®
 (18.0 g, 84.0 mmol) in Et2O 
(125 mL) to a stirring solution of KOH (18.0 g, 32.1 mmol) in EtOH (30 mL) and H2O (24 mL) at 65 
o
C. The solution of diazomethane in Et2O (125 mL) was obtained by distillation of the mixture and used 
immediately. Boc-Tyr(tBu)-OH (11.4 g, 33.8 mmol) was dissolved in anhydrous DCM (40 mL). NMM 
(9.30 mL, 87.5 mmol) was added and the solution was stirred for 15 min at room temperature under an 
argon atmosphere. The reaction was cooled down to -25 
o
C and a solution of isobutylchloroformate 
(5.30 mL, 40.5 mmol) in anhydrous DCM (10 mL) was added slowly over a period of 10 min, then the 
reaction was stirred for an additional 10 min at -25 
o
C. The salts formed were filtered and the resulting 
solution was kept at a temperature of -25 
o
C. The diazomethane (83.6 mmol) solution was added. The 
reaction was allowed to warm to room temperature and stirred for 16 h. The mixture was quenched 
using saturated aqueous NH4Cl (15 mL), H2O (15 mL) and 1N HCl (10 mL). The two phases were 
separated and the aqueous phase was extracted with EtOAc (3 x 40 mL). The combined organic phases 
were dried (MgSO4) and concentrated under reduced pressure. The crude compound was purified by 
flash chromatography on silica gel eluting with EtOAc and hexane (from 1:4 to 3:7) to yield the title 
compound as a yellow solid witch was used immediately in the next reaction. The α-diazoketone 
obtained (12.2 g, 33.8 mmol) was dissolved in MeOH (250 mL). A solution of silver benzoate (773 mg, 
3.39 mmol) in anhydrous triethylamine (11.8 mL, 84.6 mmol) was added dropwise at 0
o
C. The reaction 
darkened in color and was stirred for 16 h at room temperature. The resulting mixture was filtered 
through diatomaceous earth and was concentrated to 80 mL of solvent under reduced pressure. The 
remaining solution was diluted in EtOAc (300 mL) and washed with 1N HCl saturated with NaCl (3 x 
100 mL). The organic phase was dried using anhydrous MgSO4 and concentrated under vacuum. The 
mixture was purified by flash chromatography on silica gel eluting with EtOAc and hexane (1:4). The 
title ester was obtained as an amber viscous oil (11.5 g, 94%).  
1
H NMR (300 MHz, CDCl3 )  (ppm) 7.11 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.95 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 5.04 (br, 1H), 
4.23-4.09 (m, 1H), 3.72 (3H, s), 2.91 (dd, 1H, J = 6.0, 13.0 Hz), 2.80 (dd, 1H, J = 8.0, 13.0 Hz), 2.55 
(dd, 1H, J = 5.5, 16.0Hz), 2.47 (dd, 1H, J = 6.0, 16.0 Hz), 1.45 (s, 3H), 1.37 (s, 9H). 13C NMR (75 
MHz, CDCl3)  (ppm) 172.5 (s), 155.6 (s), 154.0 (s), 132.9 (s), 130.1 (s), 128.7 (s), 124.6 (s), 78.7 (s), 
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52.1 (s), 49.2 (s), 40.1 (s), 38.1 (s), 29.2 (s), 28.9 (s). IR (NaCl)  (cm-1) 3359, 2976, 1715, 1503, 1164. 
MS (m/e, rel intensity) 365 (MH
+
, 3), 236 (20), 192 (100), 102 (100). Exact mass : calculated for 
C20H31NO5: 365.2202, found: 365.2193. []D
20
 -5.88 (c = 1.76, CHCl3). 
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(R,E)-methyl 5-(tert-butoxycarbonylamino)-6-(4-tert-butoxyphenyl)hex-2-enoate (95) 
 
(S)-methyl 3-(tert-butoxycarbonylamino)-4-(4-tert-butoxyphenyl)butanoate (94) (11.5 g, 31.7 mmol) 
was dissolved in anhydrous DCM (750 mL) under an argon atmosphere. The solution was stirred at -90 
o
C and DIBAL (73.0 mL, 1M in hexane, 73.0 mmol) was added dropwise over 25 min so that the 
temperature remained under -85 
o
C. The reaction was stirred for 10 min at -90 
o
C, then quenched slowly 
with MeOH (200 mL) and water (10 mL), while keeping the temperature below -80 
o
C. The mixture 
was adsorbed on silica gel and purified by flash chromatography on silica gel using EtOAc and hexane 
(from 1:4 to 3:7 to 7:13). The isolated aldehyde (10.6 g, 31.7 mmol) was immediately dissolved in 
DCM (500 mL) and methyl triphenylphosphoranylidene acetate (21.2 g, 63.4 mmol) was added to the 
solution. The reaction was stirred for 16 h at room temperature. The mixture was concentrated under 
reduced pressure, ethyl acetate and hexane (3:17) was added and the resulting suspension was purified 
by flash chromatography on silica gel eluting with EtOAc and hexane (3:17 to 1:4 to 1:3) to afford the 
title compound as a white solid (12.4 g, 80%).  
mp 80-82 
o
C 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3 )  (ppm) 7.05 (d, 2H, J=8.5 Hz), 6.98-6.88 (m, 3H), 5.86 (d, 
1H, J=15.5), 4.45-4.31 (br, 1H), 4.03-3.85 (br, 1H), 3.72 (s, 3H), 2.80-2.66 (m, 2H), 2.46-2.21 (m, 2H), 
1.40 (s, 9H), 1.32 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 166.5 (s), 155.2 (s), 153.8 (s), 145.3 
(s), 132.6 (s), 129.5 (s), 124.1 (s), 123.3 (s), 78.1 (s), 77.4 (s), 51.3 (s), 50.8 (s), 39.9 (s), 36.7 (s), 28.7 
(s), 28.3 (s). IR (NaCl)  (cm-1) 3359, 2981, 1727, 1514, 903, 753. MS (m/e, rel intensity) 391 (M+, 4), 
279 (24), 228 (63), 172 (92), 128 (100). Exact mass : calculated for C22H33N1O5: 391.2359, found: 
391.2346. []20D -7.07 (c=0.70, CHCl3). 
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(S,E)-methyl 5-(tert-butoxycarbonylamino)-6-(4-tert-butoxyphenyl)hex-3-enoate (96) 
 
n-BuLi (20 mL, 1.6 M in hexane, 31.2 mmol) was slowly added to DiPA (6 mL, 41.6 mmol) at -20 
o
C  
under an argon atmosphere, and the mixture was stirred for 30 min at -20 
o
C. The reaction was cooled 
to -80 
o
C, and anhydrous THF (20 mL) was added, then (R,E)-methyl 5-(tert-butoxycarbonylamino)-6-
(4-tert-butoxyphenyl)hex-2-enoate (95) (4.05g, 10.4 mmol), dissolved in anhydrous THF (100 mL), 
was added over a 15 min period. The reaction mixture was stirred for 30 min at -80 
o
C, then its 
temperature was lowered to -85 
o
C, and the reaction was quenched rapidly with HCl 1N (120 mL). 
When the temperature of the mixture reached rt, a saturated solution of NH4Cl was added, then brine, 
and the mixture was extracted with ethyl ether (4 x 200 mL). The organic layers were combined, dried 
with MgSO4, filtered, evaporated under reduced pressure and purified by flash chromatography on 
silica gel eluting with EtOAc and hexane (from 3:17 to 1:4 to 1:3) to afford the title compound as a 
yellowish oil (3.36g, 83%). 
 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3 )  (ppm) 7.03 (d, 2H, J=8.5 Hz), 6.88 (d, 2H, J=8.5 Hz), 5.64 (dtd, 1H, 
J=15.5, 6.5, 1.0 Hz), 5.53 (dd, 1H, J=15.5, 5.0 Hz), 4.58-4.47 (br, 1H), 4.43-4.30 (br, 1H), 3.65 (s, 3H), 
3.02 (d, 2H, J=6.0 Hz), 2.76 (d, 2H, J=6.5 Hz), 1.38 (s, 9H), 1.31 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3) 
 (ppm) 171.9 (s), 155.1 (s), 153.9 (s), 134.1 (s), 132.2 (s), 129.9 (s), 124.0 (s), 122.3 (s), 78.2 (s), 52.8 
(s), 51.8 (s), 40.9 (s), 37.5 (s), 29.7 (s), 28.8 (s), 28.3 (s). IR (NaCl)  (cm-1) 3359, 2977, 1743, 1711, 
1506, 1159. MS (m/e, rel intensity) 391 (M
+
, 1), 228 (44), 172 (100). Exact mass : calculated for 
C22H33N1O5: 391.2359, found: 391.2346. []
20
D +10.1 (c=1.10, CHCl3). 
  
 124 
(S,E)-5-(tert-butoxycarbonylamino)-6-(4-tert-butoxyphenyl)hex-3-enoic acid (97) 
 
To a solution of (S,E)-methyl 5-(tert-butoxycarbonylamino)-6-(4-tert-butoxyphenyl)hex-3-enoate (96) 
(1.74 g, 4.45 mmol) in THF (61 mL) was added LiOH (426 mg, 17.8 mmol) in water (19 mL). The 
reaction was then stirred overnight at room temperature. The THF was evaporated under reduced 
pressure, then NaHCO3 1M and H2O were added to the reaction, which was washed twice with ethyl 
ether (75 mL). The aqueous layer was acidified with HCl 1N until a pH of 2 was reached, before being 
extracted with ethyl ether (3 X 150 mL). The organic layers were combined, dried with MgSO4, filtered 
and evaporated under reduced pressure to afford title compound as a yellowish viscous oil (1.68 g, 
100%). 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3 )  (ppm) 7.05 (d, 2H, J=8.5 Hz), 6.90 (d, 2H, J=8.5 Hz), 5.74-5.52 (m, 
2H), 4.43-4.28 (br, 1H), 3.09 (d, 2H, J=5.5 Hz), 2.78 (d, 2H, J=6.5 Hz), 1.39 (s, 9H), 1.33 (s, 9H). 13C 
NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 176.5 (s), 153.8 (s), 134.2 (s), 132.4 (s), 129.9 (s), 124.1 (s), 122.1 (s), 
78.3 (s), 54.5 (s), 52.8 (s), 40.9 (s), 37.4 (s), 28.8 (s), 28.3 (s). IR (NaCl)  (cm-1) 3332, 2981, 1711, 
1506, 1167. MS (m/e, rel intensity) 378 (MH
+
, 3), 322 (15), 266 (18), 214 (80), 158 (100). Exact mass 
: calculated for C21H31N1O5: 377.2202, found: 377.2193. []
20
D +9.23 (c=1.80, CHCl3). 
  
 125 
(R,E)-methyl 5-(tert-butoxycarbonylamino)-6-(tert-butyldiphenylsilyloxy)hex-3-enoate (104) 
 
n-BuLi (0.43 mL, 1.6 M in hexane, 0.69 mmol) was slowly added to DiPA (0.13 mL, 0.91 mmol) at -20 
o
C  under an argon atmosphere, and the mixture was stirred for 30 min at -20 
o
C. The reaction was 
cooled to a temperature of -80 
o
C, and anhydrous THF (0.5 mL) was added, then (R,E)-methyl 5-(tert-
butoxycarbonylamino)-6-(tert-butyldiphenylsilyloxy)hex-2-enoate (110 mg, 0,228 mmol), dissolved in 
anhydrous THF (2.5 mL), was added over a 5 min period. The reaction mixture was stirred for 30 min 
at -80 
o
C, then its temperature was lowered to -85 
o
C, and the reaction was quenched rapidly with HCl 
1N (3  mL). When the mixture was at room temperature, a saturated solution of NH4Cl (2 mL) was 
added, then brine (2 mL), and the mixture was extracted with diethyl ether (3 x 8 mL). The organic 
layers were combined, dried using anhydrous MgSO4, evaporated under reduced pressure and purified 
by flash chromatography on silica gel eluting with EtOAc and hexane (1:4) to afford the title compound 
as a yellowish oil (66 mg, 63%). 
 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3 )  (ppm) 7.66-7.62 (m, 4H), 7.46-7.35 (m, 6H), 5.77 (dtd, 1H, J=15.5, 
7.0, 1.5 Hz), 5.56 (ddt, 1H, J=15.5, 5.5, 1.0 Hz), 4.31 (d, 1H, J=7.5 Hz), 4.34-4.19 (br, 1H), 3.76-3.61 
(m, 2H), 3.67 (s, 3H), 3.07 (d, 2H, J=7.0 Hz), 1.45 (s, 9H), 1.06 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  
(ppm) 171.9 (s), 155.4 (s), 135.6 (s), 133.1 (s), 132.3 (s), 129.8 (s), 127.7 (s), 123.3 (s), 66.0 (s), 53.6 
(s), 51.8 (s), 37.7 (s), 28.4 (s), 27.8 (s), 19.3 (s). IR (NaCl)  (cm-1) 2991, 2955, 1723, 1591, 1484, 
1304. MS (m/e, rel intensity) 498 (MH
+
, 12), 442 (13), 384 (100), 340 (30), 199 (29), 128 (32). Exact 
mass : calculated for C28H40NO5Si: 498.2676, found: 498.2681. []
20
D +18.2 (c=3.80, CHCl3). 
  
 126 
(S,E)-tert-butyl 6-(2-amino-5-nitrophenylamino)-1-(4-tert-butoxyphenyl)-6-oxohex-3-en-2-
ylcarbamate (108) 
 
 
 
 
N-Methylmorpholine (1.2 mL, 11 mmol) was slowly added to a solution of (S,E)-5-(tert-
butoxycarbonylamino)-6-(4-tert-butoxyphenyl)hex-3-enoic acid (97) (3.00 g, 7.96 mmol) in anhydrous 
THF (110 mL) under an argon atmosphere. This solution was added to a solution of Isobutyl 
chloroformate (1.4 mL, 11 mmol) in anhydrous THF (130 mL) at -25 °C, and the mixture was stirred 
for 30 min at -25 °C under argon. 1,2-diamino-4-nitrobenzene (1.45 g, 9.47 mmol) dissolved in 
anhydrous THF (90 mL) was added, and the mixture was allowed to reach rt then stirred overnight at rt 
under argon. The mixture was filtered, and the solvent was evaporated under reduced pressure. The 
residue was purified by flash chromatography on silica gel eluting with DCM and MeOH (39:1 to 24:1 
to 19:1) to yield title compound as an amber viscous oil (3.59 g, 88 %). 1H NMR  (300 MHz, CDCl3)  
(ppm) : 8.32-8.25 (br, 1H), 8.13-8.09 (br, 1H), 7.89 (dd, 1H, J=9.0 Hz, 2.5 Hz), 7.05 (d, 2H, J=8.5 Hz) , 
6.90 (d, 2H, J=8.5 Hz), 6.66 (d, 1H, J=9.0 Hz), 5.73 (dt, 1H, J=15.5 Hz, 6.5 Hz), 5.63 (dd, 1H, J=15.5 
Hz, 6.0 Hz), 4.91-4.73 (m, 3H), 4.27-4.12 (m, 1H), 3.20-3.02 (m, 2H), 2.79 (d, 2H, J=7.0 Hz), 1.30 (s, 
9H), 1.28 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 170.6 (s), 155.8 (s), 154.2 (s), 148.0 (s), 138.4 
(s), 137.1 (s), 131.6 (s), 129.7 (s), 124.3 (s), 123.6 (s), 123.0 (s), 122.0 (s), 115.5 (s), 80.0 (s), 78.5 (s), 
54.4 (s), 40.0 (s), 28.8 (s), 28.2 (s). IR (NaCl)  (cm-1) 3678-3103 (br), 2981, 2933, 2362, 2338, 1684, 
1502, 1317, 1159. Exact mass : calculated for C27H36N4O6Na
+
: 535.2527, found: 535.2521. []D
20
 +75 
(c = 9.8, CHCl3). 
  
 127 
(S,E)-tert-butyl 6-(2-amino-5-nitrophenylamino)-1-(4-tert-butoxyphenyl)-6-thioxohex-3-en-2-
ylcarbamate (109) 
 
 
 
 
 
Lawesson’s reagent (1.70 g, 4.21 mmol) was added to a solution of (S,E)-tert-butyl 6-(2-amino-5-
nitrophenylamino)-1-(4-tert-butoxyphenyl)-6-oxohex-3-en-2-ylcarbamate (108) in anhydrous THF at 
reflux. After 2 h of reflux, Lawesson’s reagent (0.85 g, 2.1 mmol) was added, the solution was stirred at 
the same temperature for 1 h and the solvent was evaporated under reduced pressure. The resulting 
residue was purified by flash chromatography on silica gel eluting with hexane and EtOAc (1:1 to 2:3) 
to yield title compound as an orange viscous oil (1.6 g, 44%).   
1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) : 9.75-9.63 (br, 1H), 8.10-8.01 (m, 2H), 7.06 (d, 2H, J=8.5 Hz) , 
6.91 (d, 2H, J=8.5 Hz), 6.74 (d, 1H, J=9.0 Hz), 5.76 (dt, 1H, J=15.5 Hz, 7.0 Hz), 5.67 (dd, 1H, J=15.5 
Hz, 6.5 Hz), 4.67 (d, 1H, J=5.0 Hz), 4.57 (br, 1H),  4.22-4.11 (m, 1H), 3.78-3.60 (m, 2H), 2.82 (d, 2H, 
J=7.0 Hz), 1.31 (s, 9H), 1.22 (s, 9H).  13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) : 203.0 (s), 155.9 (s), 154.3 
(s), 148.3 (s), 138.7 (s), 138.4 (s), 131.3 (s), 129.6 (s), 125.1 (s), 124.8 (s), 124.4 (s), 123.7 (s), 115.6 
(s), 80.2 (s), 78.5 (s), 54.9 (s), 49.6 (s), 39.8 (s), 28.8 (s), 28.1 (s). IR (NaCl)  (cm-1) : 3710-3052 (br), 
2981, 2929, 2366, 2342, 1696, 1632, 1506, 1313, 1159. Exact mass : calculated for C27H36N4O5SNa
+
 : 
551.2299, found: 551.2294. []D
20
 +61.7 (c = 12.6, CHCl3). 
  
 128 
(S,E)-tert-butyl 1-(4-tert-butoxyphenyl)-6-(6-nitro-1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-yl)-6-thioxohex-3-
en-2-ylcarbamate (110) 
 
A sodium nitrite (157 mg, 2.27 mmol) solution in water (6 mL) was slowly added to a solution of (S,E)-
tert-butyl 6-(2-amino-5-nitrophenylamino)-1-(4-tert-butoxyphenyl)-6-thioxohex-3-en-2-ylcarbamate 
(109) (0.80g, 1.50 mmol) in THF (29 mL), water (29 mL) and AcOH (90 mL) at 0 °C, while keeping 
the temperature at 0 °C. The solution was stirred at 0 °C for 30 min during which a precipitate 
appeared. Ice cold water (150 mL) was added, the mixture was filtered and the solid was washed twice 
with ice cold water, then dissolved in DCM, and washed twice with a saturated aqueous NaHCO3 
solution (100 mL). The organic phase was dried over Na2SO4 and concentrated under reduced pressure 
to yield the title compound as an orange solid (705 mg, 87 %). For reasons of instability, the compound 
was used immediately in the next step without further caracterization. 
  
 129 
Ethyl 3-(dibenzylamino)-2,2-difluoropropanoate (114) 
 
 
 
 
 
 
A solution of benzotriazole (18.9 g, 159 mmol), dibenzylamine (30.5 mL, 159 mmol) and 
paraformaldehyde (4.77 g, 159 mmol) in toluene (400 mL) was heated under reflux with a Dean-Stark 
trap until the theoritical amount of water (2.86 mL) was collected. The solvent was evaporated under 
reduced pressure, the residue was dissolved in ethyl acetate, then washed six times with NaOH 1M. 
The organic phase was dried using anhydrous MgSO4 and concentrated under reduced pressure. The 
resulting residue was triturated with ethyl ether to yield a mixture of isomers (1H-1,2,3-benzotriazol-1-
yl-N,N-dibenzylmethanamine and 2H-1,2,3-benzotriazol-2-yl-N,N-dibenzylmethanamine) (112) as a 
white solid (35.6 g, 68 %) which was used in the next step without further purification. 
TMSCl (13.8 mL, 108.5 mmol) was added to a suspension of Zinc dust (14.2 g, 217 mmol) in 
anhydrous THF (100 mL) under an argon atmosphere. After 10 min of stirring, BrCF2CO2Et (8.97 mL, 
70.0 mmol) was added slowly, as this step of the reaction seems to be exothermic. After 10 min of 
stirring, the mixture of 1H-1,2,3-benzotriazol-1-yl-N,N-dibenzylmethanamine and 2H-1,2,3-
benzotriazol-2-yl-N,N-dibenzylmethanamine (112) (35.6 g, 108.5 mmol) in anhydrous THF (150 mL) 
was added. The solution was stirred at room temperature for a period of 3 h after which saturated 
aqueous NaHCO3 (150 mL) was added and the mixture was then filtered using diatomaceous earth. 
Ethyl acetate (200 mL) was added, the phases were separated and the aqueous phase was extracted 
twice with 200 mL ethyl acetate. The combined organic phases were washed with 1N HCl, dried using 
anhydrous MgSO4 and then concentrated under reduced pressure. The crude product was purified using 
a dry pad chromatography on silica gel eluting with ethyl acetate and hexane (1 : 19) to yield title 
compound (11.4 g, 50 %) as a colorless oil. 
 1H NMR  (300 MHz, CDCl3)  (ppm) : 7.34-7.25 (m, 10H), 4.18 (q, 2H, J=7.0 Hz), 3.68 (s, 4H), 3.15 
(t, 2H, J=13.0 Hz), 1.22 (t, 3H, J=7.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 163.8 (t, J=32 Hz), 
138.1 (s), 129.2 (s), 128.3 (s), 127.3 (s), 116.2 (t, J=253 Hz), 62.7 (s), 58.5 (s), 55.2 (t, J=26 Hz), 13.8 
(s). IR (NaCl)  (cm-1) 3029, 2834, 1767, 1660, 1448, 1057. Exact mass : calculated for 
C19H21F2NO2Na
+
: 356.1433, found: 356.1436. 
  
 130 
Ethyl 3-(tert-butoxycarbonylamino)-2,2-difluoropropanoate (115) 
 
 
 
A solution of ethyl 3-(dibenzylamino)-2,2-difluoropropanoate (114) (11.1 g, 33.4 mmol) and Boc2O 
(11.1 g, 50.9 mmol) in EtOH (350 mL) was added to Pd/C (10%, 2.13 g, 2.00 mmol). Gaseous 
hydrogen (five balloons of approximatively 15 cm of diameter, for a total of approximatively 9 L) was 
bubbled through the solution while stirring vigorously and the suspension was stirred overnight at room 
temperature under an hydrogen atmosphere. The mixture was filtered using diatomaceous earth and 
rinsed with EtOH, and the solvent was evaporated under reduced pressure. The crude product was 
purified using flash chromatography on silical gel eluting with ethyl acetate and hexane (3:17 to 1:3 to 
7:13) to yield title compound (6.72 g, 80%) as a colorless oil. 
1H NMR  (300 MHz, CDCl3)  (ppm) : 4.97 (br, 1H), 4.29 (q, 2H, J=7.0 Hz), 3.72 (td, 2H, J=13.5, 7.0 
Hz), 1.40 (s, 9H), 1.32 (t, 3H, J=7.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 163.0 (t, J=32 Hz), 
155.3 (s), 113.3 (t, J=252 Hz), 80.3 (s), 63.2 (s), 43.4 (t, J=28 Hz), 28.1 (s), 13.8 (s). IR (NaCl)  (cm-
1) 3572-3201 (br), 2980, 2941, 1767, 1705, 1516, 1247, 1157, 1124. Exact mass : calculated for 
C10H17F2NO4Na
+
: 276.1018, found: 276.1022. 
  
 131 
Chloracetyl-(S)-camphor-10,2-sultam (117) 
 
 
 
 
To a solution of (1S)-(-)-camphor-10,2-sultam (5.58 g, 25.9 mmol) in DCM (235 mL) was slowly 
added NaH (60% suspension in mineral oil, 1.04 g, 25.9 mmol). The suspension was stirred for 30 min 
at room temperature under an argon atmosphere. The temperature was lowered to -60 
o
C, and 
chloroacetyl chloride (2.48 mL, 31.07 mmol) was added dropwise to the mixture, which was then 
stirred overnight at room temperature. Saturated aqueous ammonium chloride solution and water were 
added to the mixture, and the layers were separated. The aqueous phase was extracted twice with DCM. 
The combined organic layers were washed with a saturated aqueous sodium bicarbonate solution, then 
dried using anhydrous MgSO4 and the solvent was evaporated under reduced pressure. The crude 
product was purified using flash chromatography on silica gel eluting with ethyl acetate and hexane 
(1:7) to yield title compound (6.40 g, 85%) as a cristalline white solid. 
mp 131-132 
o
C 
1
H NMR  (300 MHz, CDCl3)  (ppm) :4.50 (s, 2H), 3.92 (dd, 1H, J=7.5, 5.0 Hz), 3.53 
(d, 1H, J=14.0 Hz), 3.46 (d, 1H, J=14.0 Hz), 2.22-2.05 (m, 2H), 1.99-1.87 (m, 3H), 1.48-1.37 (m, 2H), 
1.14 (s, 3H), 0.98 (s, 3H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 165.6 (s), 65.4 (s), 52.6 (s), 49.2 (s), 
47.9 (s), 44.5 (s), 42.4 (s), 38.0 (s), 32.7 (s), 26.4 (s), 20.7 (s), 19.8 (s). IR (NaCl)  (cm-1) 3750-3020 
(br), 3005, 2962, 1655, 1325. [α]20D -113 (c=9.06, CHCl3). Exact mass : calculated for 
C12H18ClNO3SNa
+
: 314.0588, found: 314.0600. 
  
 132 
Diethylphosphonylacetyl-(S)-camphor-10,2-sultam (118) 
 
 
 
 
A solution of chloracetyl-(S)-camphor-10,2-sultam (117) (6.25 g, 21.4 mmol) in triethyl phosphite (95 
mL, 554 mmol) was heated overnight under reflux, under an argon atmosphere. The triethyl phosphite 
was removed under reduced pressure. The crude product (still containing some triethyl phosphite) was 
purified using flash chromatography on silica gel eluting with ethyl acetate and hexane (2:3 to 1:1 to 
3:2) to yield title compound (8.42 g, 100%) as a colorless oil. 
1H NMR  (300 MHz, CDCl3)  (ppm) : 4.24-4.08 (m, 4H), 3.85 (dd, 1H, J=7.5, 5.0 Hz), 3.59-3.36 (m, 
3H), 3.17 (1H, dd, J= 22.5, 15.5 Hz), 2.19-1.97 (m, 2H), 1.96-1.82 (m, 3H), 1.46-1.20 (m, 8H), 1.14 (s, 
3H), 0.93 (s, 3H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 163.6 (d, J=7 Hz), 65.2 (s), 62.8 (d, J=6 Hz), 
62.6 (d, J=6 Hz), 52.9 (s), 48.1 (d, J=38 Hz), 44.6 (s), 38.2 (s), 35.8 (s), 34.0 (s), 32.8 (s), 26.5 (s), 20.7 
(s), 19.9 (s), 16.4 (d, J=4 Hz), 16.3 (d, J=3 Hz). IR (NaCl)  (cm-1) 3757-3024 (br), 2985, 1638, 1325, 
1051, 1018. Exact mass : calculated for C16H28NO6PSNa
+
: 416.1267, found: 416.1278. [α]20D -60.5 
(c=7.54, CHCl3). 
  
 133 
(E)-5-(tert-butoxycarbonyl)amino)-4,4-difluoropent-2-enoyl-(S)-camphor-10,2-sultam (119) 
 
 
 
 
To a solution of ethyl-3-(tert-butoxycarbonylamino)-2,2-difluoropropanoate (115) (4.86 g, 19.2 mmol) 
in anhydrous DCM (200 mL) at -78 
o
C under an argon atmosphere was slowly added 
diisobutylaluminum hydride (1M in toluene, 30.8 mL, 30.8 mmol). The reaction was closely monitored 
by thin layer chromatography on silica gel and, after 40 min, saturated aqueous citric acid and water 
were added to the mixture, which was then extracted with diethyl ether (3 X 200 mL). The organic 
phase was washed with brine, dried using anhydrous magnesium sulfate and the solvent was evaporated 
under reduced pressure to yield the aldehyde which was used in the next step without further 
purification. 
To a solution of diethylphosphonylacetyl-(S)-camphor-10,2-sultam (118) (8.31 g, 21.1 mmol) in ACN 
(140 mL) at 0 
o
C under an argon atmosphere was added LiCl (1.06 g, 25.0 mmol) and DiPEA (4.35 mL, 
25.0 mmol). After stirring for 30 min at 0 
o
C, a solution of the above aldehyde in ACN (45 mL) was 
added and the mixture was stirred for 2 h at 0 
o
C and overnight at room temperature. Saturated aqueous 
ammonium chloride was added, and the mixture was extracted with diethyl ether (3 X 200 mL). The 
organic phase was washed with brine, dried using anhydrous magnesium sulfate and the solvent was 
evaporated under reduced pressure. The crude product was purified using flash chromatography on 
silica gel eluting with ethyl acetate and hexane (1:3 to 7:13) to yield title compound (7.03 g, 82%) as a 
colorless oil. 
1H NMR  (300 MHz, CDCl3)  (ppm) : 7.01 (dt, 1H, J=15.5, 2.0 Hz), 6.93-6.81 (m, 1H), 4.81 (t, 1H, 
J=6.0 Hz), 3.94 (dd, 1H, J=6.5, 6.5 Hz), 3.64 (td, 2H, J=13.5, 6.5 Hz), 3.53 (d, 1H, J=13.8 Hz), 3.46 (d, 
1H, J=13.8 Hz), 2.16-2.07 (m, 2H), 2.01-1.82 (m, 3H), 1.53-1.29 (m, 2H), 1.43 (s, 9H), 1.16 (s, 3H), 
0.98 (s, 3H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 162.1 (s), 155.4 (s), 137.5 (t, J=26 Hz), 125.4 (t, J=8 
Hz), 118.4 (t, J=242 Hz), 80.3 (s), 65.1 (s), 53.0 (s), 48.7 (s), 47.8 (s), 45.2 (s), 44.7 (s), 38.3 (s), 32.9 
(s), 28.2 (s), 26.4 (s), 20.8 (s), 19.9 (s). IR (NaCl)  (cm-1) 3493-3288 (br), 2963, 1705, 1683, 1515, 
1331, 1163, 1135. Exact mass : calculated for C20H30F2N2O5SNa
+
: 471.1736, found: 471.1746. [α]20D -
55.0 (c=7.64, CHCl3). 
  
 134 
(2R,Z)-2-benzyl-5-(N-(tert-butoxycarbonyl)-amino)-4-fluoropent-3-enoyl-(S)-camphor-10,2-
sultam (120) 
 
 
 
 
 
To a suspension of CuI (3.43 g, 18.0 mmol) in anhydrous THF (55 mL) was slowly added a solution of 
MeLi.LiBr complex in diethyl ether (1.5 M, 24.0 mL, 36.0 mmol), using a syringe that was cooled 
with dry ice for a duration of 1 min,
160
 and the mixture was stirred for 10 min at 0 
o
C. At this point, the 
solution has to be colorless (or very slightly pink, but not yellowish, even slightly) for the next step to 
be successful.
160
 The temperature was lowered to -78 
o
C and a solution of (E)-5-(tert-
butoxycarbonyl)amino)-4,4-difluoropent-2-enoyl-(S)-camphor-10,2-sultam (119) (1.96 g, 4.38 mmol) 
in anhydrous THF (82 mL) was added dropwise. After 30 min of stirring at -78 
o
C, DMPU (8.67 mL, 
72.0 mmol) was added to the mixture. After 30 min of stirring at -78 
o
C, a solution of triphenyltin 
chloride (3.48 g, 9.02 mmol) in anhydrous THF (82 mL) was added to the mixture. After 30 min of 
stirring at -40 
o
C, benzyl bromide (4.28 mL, 36.0 mmol) was slowly added to the mixture, which was 
then stirred overnight at -40 
o
C. Due to the sensitive nature of the reaction, it should not be monitored 
by TLC before the next day.
160
 The reaction was quenched by addition of saturated aqueous 
ammonium chloride and 28% aqueous ammonium hydroxide (1:1), and  the mixture was stirred at 
room temperature for 30 min after which it was extracted with diethyl ether (3 X 200 mL). The organic 
phase was washed with brine, dried using anhydrous magnesium sulfate and the solvent was 
evaporated under reduced pressure. The crude product was purified using flash chromatography on 
silica gel eluting with ethyl acetate and hexane (3:7) to yield title compound (1.45 g, 64%) as a white 
solid. 
mp 54-58 
o
C 
1
H NMR  (300 MHz, CDCl3)  (ppm) : 7.27-7.06 (m, 5H), 4.97 (dd, 1H, J=35.5, 9.5 Hz), 
4.69 (br, 1H), 4.69 (br, 1H), 4.45-4.37 (m, 1H), 3.83- 3.59 (m, 3H), 3.41 (d, 1H, J=14.0 Hz), 3.34 (d, 
1H, J=14.0 Hz), 3.09 (dd, 1H, J=13.0, 8.0 Hz), 2.77 (dd, 1H, J=13.0, 7.5 Hz), 2.08-1.70 (m, 5H), 1.42 
(s, 9H), 1.32-1.14 (m, 2H), 0.87 (s, 3H), 0.73 (s, 3H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 172.1 (s), 
158.6 (s), 155.3 (d, J=13 Hz), 137.4 (s), 129.5 (s), 128.2 (s), 126.7 (s), 104.0 (d, J=12 Hz), 79.8 (s), 
65.1 (s), 53.0 (s), 47.9 (d, J=47 Hz), 44.6 (s), 43.0 (s), 41.1 (d, J=32 Hz), 40.3 (s), 38.3 (s), 32.8 (s), 
 135 
28.3 (s), 26.4 (s), 20.5 (s), 19.8 (s). IR (NaCl)  (cm-1) 3773-2874 (br), 2097, 1638, 1325, 1163. Exact 
mass : calculated for C27H37FN2O5SNa
+
: 543.2299, found: 543.2310. [α]20D -57.0 (c=6.75, CHCl3). 
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(R,Z)-5-(((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonylamino)-2-benzyl-4-fluoropent-3-enoic acid (121) 
 
 
 
 
To a solution of (2R,Z)-2-benzyl-5-(N-(tert-butoxycarbonyl)-amino)-4-fluoropent-3-enoyl-(S)-
camphor-10,2-sultam (120) (117 mg, 0.225 mmol) in THF (3.3 mL) and H2O (0.6 mL) was added 30% 
H2O2 (133 µL, 1.30 mmol) and LiOH (0.45 mL, 1N in water, 0.45 mmol). The mixture was stirred at 
room temperature for 2 h 30 min, and 1N HCl was added until a pH of 2 was reached. The mixture 
was then extracted with EtOAc (2 X 10 mL). The organic layers were combined, dried using 
anhydrous MgSO4, and the solvent was evaporated under reduced pressure The crude residue was then 
dissolved in DCM (10 mL) and TFA (2.7 mL). The solution was stirred at room temperature for 30 
min, the solvent was evaporated under reduced pressure and the resulting residue was dissolved in 
ACN (6.7 mL), DMF (6.0 mL) and H2O (0.7 mL). At a temperature of 0 
o
C, Fmoc-OSu (106 mg, 
0.315 mmol) and Et3N (62.8 µL, 0.450 mmol) were added and the mixture was stirred overnight at 
room temperature. 1N HCl was added until a pH of 2 was reached, and the mixture was extracted with 
EtOAc (3 X 10 mL). The organic layers were combined, dried using anhydrous MgSO4 and the solvent 
was evaporated under reduced pressure. The crude product was purified by flash chromatography on 
silica gel eluting with EtOAc, hexane and acetic acid (35:65:1 to 40:60:1 to 45:55:1) to yield title 
compound (65 mg, 65%) as a white solid.  
mp 80-84 
o
C 
1
H NMR  (300 MHz, CDCl3)  (ppm) : 7.77 (d, 2H, J=7.5 Hz), 7.61 (d, 2H, J=7.5 Hz), 
7.41 (dd, 2H, J=7.5, 7.5 Hz), 7.32 (dd, 2H, J=7.5, 7.5 Hz), 7.26-7.09 (m, 5H), 5.90 (br, 1H), 5.78 (br, 
1H), 4.99-4.71 (m, 2H), 4.44 (d, 2H, J=7.0 Hz), 4.21 (t, 1H, J=7.0 Hz), 3.87-3.75 (m, 3H), 3.12 (dd, 
1H, J=13.5, 6.5 Hz), 2.83 (dd, 1H, J=13.5, 8.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 177.7 (s), 
158.6 (s), 156.1 (s), 155.2 (s), 143.7 (s), 141.3 (s), 137.7 (s), 129.1 (s), 128.4 (s), 127.8 (s), 127.1 (s), 
126.7 (s), 125.0 (s), 120.0 (s), 104.6 (d, J=12 Hz), 67.0 (s), 47.1 (s), 42.3 (s), 41.7 (s), 41.2 (s), 38.3 (s). 
IR (NaCl)  (cm-1) 3694-3103 (br), 3063, 3024, 1711, 1521, 1443, 1247, 749, 738. Exact mass : 
calculated for C27H24FNO4Na
+
: 468.1582, found: 468.1593. [α]20D -29.3 (c=6.58, CHCl3). 
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(S,E)-perfluorophenyl 5-(tert-butoxycarbonylamino)-6-(4-tert-butoxyphenyl)hex-3-enoate (126) 
 
 
 
 
Pentafluorophenol (10 mg, 0.054 mmol) dissolved in AcOEt (0.5 mL) was added to a solution of (S,E)-
5-(tert-butoxycarbonylamino)-6-(4-tert-butoxyphenyl)hex-3-enoic acid (97) (17 mg, 0.045 mmol) in 
AcOEt (1.0 mL). DiC (8.54 µL, 0.054 mmol) was added, and the reaction mixture was stirred overnight 
at rt. The mixture was then washed with a saturated aqueous solution of NaHCO3 (3 x 1 mL) and brine 
(3 x 1mL). The organic phase was dried using MgSO4, filtered, and concentrated in vacuo. The crude 
residue was adsorbed on silica and purified by flash chromatography on silica gel eluting with diethyl 
ether and hexane (2:3) to yield title compound as a cristalline white solid (24 mg, 100 %). 
mp 90 
o
C. 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3 )  (ppm) 7.06 (d, 2H, J=8.5 Hz), 6.90 (d, 2H, J=8.5 Hz), 5.74-
5.60 (m, 2H), 4.60-4.32 (br, 2H) 3.39-3.37 (m, 2H), 2.80 (d, 2H, J=6.5 Hz), 1.40 (s, 9H), 1.32 (s, 9H). 
13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 167.3 (s), 155.1 (s), 154.0 (s), 135.9 (s), 131.9 (s), 129.8 (s), 
124.1 (s), 120.3 (s), 78.3 (s), 52.8 (s), 40.8 (s), 36.4 (s), 28.8 (s), 28.3 (s). IR (NaCl)  (cm-1) 3347, 
2980, 2934, 1796, 1701, 1524, 1164, 1005. MS (m/e, rel intensity) 561 (MNH4
+
, 4), 544 (MH
+
, 4), 505 
(55), 488 (23), 380 (48), 280 (100). Exact mass : calculated for C27H31F5N1O5: 544.2122, found: 
544.2115. []20D +5.48 (c=4.80, CHCl3). 
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(S,E)-2-(5-(tert-butoxycarbonylamino)-6-(4-tert-butoxyphenyl)hex-3-amido)acetic acid (127) 
 
(S,E)-perfluorophenyl 5-(tert-butoxycarbonylamino)-6-(4-tert-butoxyphenyl)hex-3-enoate (24 mg, 
0.045 mmol), glycine (3.5 mg, 0.047 mmol), acetone (2 mL), water (0.1 mL) and potassium carbonate 
(6.8 mg,  0.049 mmol) were stirred together overnight at rt. The acetone was evaporated under reduced 
pressure, water (5 mL) was added and the mixture was extracted with DCM (3 x 2 mL). The aqueous 
phase was acidified using 1N HCl until a pH of 4 was reached, then extracted with diethyl ether (3 x 3 
mL). The organic phases (dichloromethane and diethyl ether) were combined, dried using MgSO4, 
filtered and concentrated in vacuo. The crude residue was purified using dichloromethane and methanol 
(17:3) with 1 % of acetic acid to yield the title compound as an amber oil (17 mg, 87 %). 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3 )  (ppm) 7.05 (d, 2H, J=8.0 Hz), 6.91 (d, 2H, J=8.0 Hz), 6.71 (br, 1H) 
5.70-5.52 (m, 2H), 4.68 (br, 1H), 4.26 (br, 1H), 3.98 (d, 2H, J=5.0 Hz), 3.01 (d, 2H, J=5.0 Hz), 2.78 (br, 
2H), 1.38 (s, 9H), 1.32 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 172.5 (s), 155.6 (s), 154.0 (s), 
136.4 (s), 132.0 (s), 129.8 (s), 124.2 (s), 123.4 (s), 78.5 (s), 77.2 (s), 53.9 (s), 41.6 (s), 40.3 (s), 39.3 (s), 
28.8 (s), 28.3 (s), 20.6 (s). IR (NaCl)  (cm-1) 3326, 2980, 2930, 2252, 1697, 1651, 1510, 1241, 1167, 
899, 733. MS (m/e, rel intensity) 491 (MH
+
 + C4H3, 9) 435 (MH
+
, 28), 379 (38), 335 (57), 171 (100), 
154 (69), 107 (72). Exact mass : calculated for C23H35N2O6: 435.2495, found: 435.2499. []
20
D -11.11 
(c=5.50, MeOH). 
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(S)-1-methoxy-N,4-dimethyl-1-oxopentan-2-aminium chloride (129) 
 
 
 
 
SOCl2 (10.8 mL, 148 mmol) was very slowly added to MeOH  (100 mL) at a temperature of 0 
o
C prior 
to the addition of HCl·H-(NMe)-Leu-OH. The mixture was then stirred overnight in a sealed tube at 80 
o
C. The reaction was then allowed to reach room temperature, and the solvent was evaporated under 
reduced pressure. The resulting white solid and oily residue were dissolved in water, and the solution 
was basified using a saturated aqueous solution of NaHCO3 until a pH of 8 was reached. The mixture 
was then extracted with diethyl ether (4 x 100 mL). The organic phases were combined, washed with 
brine, dried using MgSO4 and filtered. Gaseous hydrogen chloride, prepared by addition of 
concentrated sulfuric acid to sodium chloride, was then bubbled for a period of 2 h in the diethyl ether 
solution. The ether was then evaporated in vacuo to yield the title compound as a white solid (4.88 g, 95 
%).     
mp 148-150 
o
C. 
1
H NMR (300 MHz, DMSO d6)  (ppm) 4.01 (br, 1H), 3.83 (t, 1H, J=7.0 Hz), 2.55 (s, 
3H), 2.50 (s, 3H) 1.83-1.62 (m, 3H), 0.91 (d, 6H, J=6.0 Hz). 1H NMR (300 MHz, D2O)  (ppm) 4.05-
4.00 (m, 1H), 3.80 (s, 3H), 2.70(s, 3H), 1.84-1.62 (m, 3H), 0.89 (d, 6H, J=6.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, 
CD3OD)  (ppm) 171.0 (s), 59.1 (s), 38.3 (s), 31.5 (s), 24.6 (s), 23.2 (s), 21.9 (s). IR (NaCl)  (cm-1) 
3651-2259 (br), 3392, 2958, 2885, 1739, 1475, 1215. MS (m/e, rel intensity) 160 (MH
+
, 100), 100 (72). 
Exact mass : calculated for C8H18N1O2: 160.1337, found: 160.1340. []
20
D +30.89 (c=1.46, MeOH). 
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(S)-methyl 2-((S)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-N-methyl-3-phenylpropamido)-4-methyl 
pentanoate (130) 
 
 
 
 
 
 
Boc-Phe-OH (2.36 g, 8.90 mmol) dissolved in DCM (130 mL) was added to a solution of (S)-1-
methoxy-N,4-dimethyl-1-oxopentan-2-aminium chloride (129) (1.73 g, 8.90 mmol) in DiPEA (7.75 
mL, 44.5 mmol). HATU (3.72 g, 9.79 mmol) was added to the resulting mixture, which was stirred 
overnight at rt. A saturated aqueous solution of NH4Cl (100 mL) was added and the phases were 
separated. The aqueous phase was extracted with DCM (2 x 100 mL). The organic phases, including the 
one coming from the first separation of the phases, were combined, dried using MgSO4, filtered and 
concentrated in vacuo. The oily residue was purified using flash chromatography on silica gel eluting 
with ethyl acetate and dichloromethane (0:1 to 1:9 to 1:4) to yield the title compound as a yellowish 
viscous oil (2.99 g, 83 %). 
1H NMR (300 MHz, CHCl3)  (ppm) 7.38-7.20 (m, 5H), 5.35 (dd, 1H, J=6.0, 10.0 Hz), 4.96-4.83 (m, 
1H), 3.71 (s, 3H), 3.17-3.07 (m, 1H), 2.98-2.89 (m, 1H), 2.83 (s, 3H), 1.77-1.64 (m, 3H), 1.44 (s, 9H), 
0.93 (dd, 1H, J=6.5, 9.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 173.1 (s), 172.3 (s), 155.6 (s), 
136.6 (s), 129.9 (s), 128.8 (s), 127.2 (s), 80.1 (s), 54.9 (s), 52.5 (s), 39.3 (s), 37.6 (s), 31.4 (s), 28.7 (s), 
25.1 (s), 23.7 (s), 21.9 (s). IR (NaCl)  (cm-1) 3343, 2958, 1739, 1708, 1645, 1495, 1175. Exact mass : 
calculated for C22H34N2NaO5: 429.2360, found: 429.2370. []
20
D -16.27 (c=3.33, CHCl3). 
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(6S,15S,18S,E)-methyl 15-benzyl-6-(4-tert-butoxybenzyl)-2,2,17,20-tetramethyl-4,10,13,16-
tetraoxo-3-oxa-5,11,14,17-tetraazahenicos-7-ene-18-carboxylate (131) 
(Boc-Tyr(tBu)-//-Gly-Gly-Phe-NMe-Leu-OMe) 
 
 
 
 
 
 
Boc-Phe-NMe-Leu-OMe (130) (394 mg, 0.969 mmol) was dissolved in TFA (0.5 mL) and DCM (1.5 
mL), then stirred for 1 h. Toluene was added, and the solvent was evaporated under reduced pressure. 
This co-evaporation procedure was repeated three more times. The resulting residue was dissolved in 
DCM (15 mL) and DiPEA (515 µL, 2.96 mmol), Boc-Tyr(tBu)//Gly-Gly-OH (130) (321 mg, 0.739 
mmol) dissolved in DCM (10 mL) and HATU (368 mg, 0.969 mmol) were added to the solution, which 
was then stirred overnight at rt. The solvent was evaporated under reduced pressure, and ethyl acetate 
(20 mL) was used to dissolve the resulting residue. The solution was washed with 0.5N HCl (2 x 10 
mL). The organic phase was dried using MgSO4, filtered and concentrated in vacuo. The resulting 
residue was adsorbed on silica gel and purified by flash chromatography on silica gel eluting with 
dichloromethane and methanol (19:1 to 10:1) to yield the title compound as a yellowish oil (182 mg, 34 
%). 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3 )  (ppm) 7.31-7.13 (5H, m) 7.06 (d, 2H, J=8.5 Hz), 6.91 (d, 2H, J=8.5 
Hz), 6.69 (d, 1H, J=8.0 Hz), 6.53 (br, 1H), 5.70-5.55 (m, 2H), 5.25 (dd, 1H, J=5.0, 5.5 Hz), 5.14 (q, 1H, 
J=7.0 Hz), 4.67 (br showing d-like behavior, 1H), 4.31-4.27 (m, 1H), 3.85 (d, J=5.5 Hz), 3.70 (s, 3H), 
3.14-3.08 (m, 2H), 2.97 (d, 2H, J=6.0 Hz), 2.82 (s, 3H), 2.77 (d, 2H, J=7.0 Hz), 1.78-1.59 (m, 3H), 1.37 
(s, 9H), 1.32, (s, 9H), 0.91 (d, 3H, J=6.50 Hz), 0.87 (d, 3H, J=6.50 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  
(ppm) 171.7 (s), 171.3 (s), 168.0 (s), 155.4 (s), 154.1 (s), 136.2 (s), 135.6 (s), 132.0 (s), 129.8 (s), 129.7 
(s), 128.4 (s), 127.0 (s), 124.2 (s), 123.6 (s), 54.7 (s), 53.8 (s), 52.2 (s), 50.4 (s), 43.1 (s), 40.5 (s), 39.6 
(s), 38.5 (s), 37.1 (s), 31.1 (s), 28.8 (s), 28.8 (s), 28.4 (s), 24.8 (s), 23.2 (s), 21.5 (s). IR  (cm-1) 3025, 
3016, 2972, 1748, 1734, 1559, 1460. MS (m/e, rel intensity) 745 (MNa
+
, 100), 623 (23), 365 (61), 337 
(50), 214 (29), 158 (55), 141 (52). Exact mass : calculated for C40H58N4NaO8: 745.4152, found: 
745.4150. []20D -7.74 (c=3.80, CHCl3). 
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(S)-2-((S)-2-(2-((S,E)-5-amino-6-(4-hydroxyphenyl)hex-3-enamido)acetamido)-N-methyl-3-
phenylpropanamido)-4-methylpentanoic acid (132) 
(H-Tyr-//-Gly-Gly-Phe-NMe-Leu-OH) 
 
 
 
 
 
 
 
LiOH (23.2 mg, 0.968 mmol) dissolved in H2O (5 mL) was added to Boc-Tyr(tBu)//Gly-Gly-Phe-
(NMe)Leu-OMe (131) (175 mg, 0.242 mmol) dissolved in THF (5 mL). The mixture was stirred for 4 h 
at rt. The solvents were evaporated under reduced pressure. TFA (5 mL), DCM (5 mL) and TiPS (0.25 
mL) were added and the mixture was stirred for 1 h 30 min at rt, prior to concentration in vacuo. The 
resulting residue was purified using preparative HPLC to yield the title compound as a white solid (26.1 
mg, 20 %).  
1
H NMR (300 MHz, MeOD )  (ppm) 8.09 (d, 1H, J=8.0 Hz), 7.28-7.15 (m, 5H), 7.01 (d, 2H, J=8.5 
Hz), 6.72 (d, 2H, J=8.5 Hz), 5.75 (dt, 1H, J=7.0 Hz, 15.5 Hz), 5.57 (dd, 1H, J=8.0, 15,5 Hz), 5.15-5.01 
(m, 2H), 3.88-3.82 (m, 1H), 3.78 (s, 2H), 3.33 (s, 2H), 3.09 (dd, 1H, J=6.0, 13.5 Hz), 2.98 (d, 2H, J=7.0 
Hz), 2.91 (s, 3H), 2.89-2.76 (m, 3H), 1.73-1.66 (m, 2H), 1.43 (sept, 1H, J=7.0 Hz), 0.90 (d, 3H, J=6.50 
Hz), 0.85 (d, 3H, J=6.50 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 172.9 (s), 172.5 (s), 171.9 (s), 
169.4 (s), 156.5 (s), 136.3 (s), 130.2 (s), 129.8 (s), 129.1 (s), 128.1 (s), 126.5 (s), 125.7 (s), 115.2 (s), 
54.9 (s), 54.6 (s), 51.0 (s), 41.7 (s), 38.3 (s), 37.1 (s), 36.8 (s), 30.5 (s), 24.5 (s), 22.2 (s), 20.4 (s). IR  
(cm-1) 2991, 2954, 1664, 1633, 1464. MS (m/e, rel intensity) 575 (MNa
+
, 100) 553 (MH
+
, 41), 413 
(34), 310 (35), 249 (35), 236 (47). Exact mass : calculated for C30H41N4O6: 553.3026, found: 
553.3028. []20D +18.2 (c=3.80, MeOH). 
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 (S)-2-((S)-2-(2-((S,E)-5-amino-6-(4-hydroxyphenyl)hex-3-enamido)acetamido)-3-
phenylpropanoyloxy)-4-methylpentanoic acid  (133) 
(H-Tyr-//-Gly-Gly-Phe-O-Leu-OH) 
 
 
 
 
 
 
1 g of Wang resin with a loading of 0.7 mmol/g was used. Fmoc-Phe-Hica-OH (703 mg, 1.40 mmol), 
2,6-dichlorobenzoylchloride (0.20 mL, 1.4 mmol), pyridine (0.23 mL, 2.8 mmol) and DMF (4 mL) 
were used in the first coupling. Protection of the free sites was subsequentially done using benzoyl 
chloride (0.3 mL) and pyridine (0.3 mL) and agitation 30 min in a shaker. Fmoc-Gly-OH (648 mg, 2.18 
mmol) was used in the second coupling, and then (S,E)-5-(tert-butoxycarbonylamino)-6-(4-tert-
butoxyphenyl)hex-3-enoic acid (97) (657 mg, 1.74 mmol) in the third coupling. Cleaving of the final 
peptide was performed in a glass vial using TFA, water and TiPS (95:2.5:2.5) and agitating for 1 h 30 
min. After cleavage, the mixture was was filtered on cotton into a large amount of water (20 mL). The 
remaining TFA was evaporated in vacuo, and the aqueous solution was freeze dried. The title peptide 
was obtained as a white solid (5 mg, 2 %). 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3 )  (ppm) 8.32 (d, 1H, J=8.0 
Hz), 7.28-7.16 (m, 5H),  7.01 (d, 2H, J=8.5 Hz), 6.72 (d, 2H, J=8.5 Hz), 5.76 (dt, 1H, J=8.5, 15.5, Hz), 
5.57 (dd, 1H, J=8.0, 15.5 Hz), 5.02 (dd, 1H, J=9.5, 3.5 Hz), 4.73-4.69 (m, 1H), 3.88-3.78 (m, 3H), 2.98-
2.77 (m, 6H), 0.94 (d, 3H, J=6.0 Hz), 0.91 (d, 3H, J=6.0 Hz) 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 
172.1 (s), 171.9 (s), 171.1 (s), 169.9 (s), 156.4 (s), 136.8 (s), 130.2 (s), 129.8 (s), 128.9 (s), 128.1 (s), 
126.4 (s), 125.7 (s), 115.2 (s), 71.5 (s), 54.6 (s), 53.6 (s), 41.5 (s), 39.5 (s), 38.3 (s), 36.6 (s), 24.4 (s), 
22.0 (s), 20.5 (s). IR (NaCl)  (cm-1) 2375, 2347, 1754, 1559, 1503, 1192, 1072. MS (m/e, rel 
intensity) 540 (MH
+
, 71), 530 (32), 529 (100).Exact mass : calculated for C29H38N3O7: 540.2710, 
found: 540.2703. []20D -18.76 (c=1.70, MeOH). 
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(2S,5S,14S)-14-amino-5-benzyl-15-(4-hydroxyphenyl)-2-isobutyl-3-methyl-4,7,13-trioxo-10-
thioxo-3,6,9,12-tetraazapentadecan-1-oic acid (135) 
(H-Tyr-Gly-CSNH-Gly-Phe-NMe-Leu-OH) 
 
 
 
 
 
 
167 mg of 2-chlorotrityl chloride resin with a loading of 0.648 mmol/g was used. Fmoc-(NMe)Leu-OH 
(192 mg, 0.523 mmol) was used in the first coupling. Washing of the resin after the first coupling was 
done with DCM (3X), DMF (2X), DCM (2X) and MeOH (3X). Fmoc-Phe-OH (324 mg, 0.836 mmol) 
was used in the second coupling. Fmoc-Gly-OH (249 mg, 0.836 mmol) was used in the third coupling. 
(S,E)-tert-butyl 1-(4-tert-butoxyphenyl)-6-(6-nitro-1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-yl)-6-thioxohex-3-en-2-
ylcarbamate (180 mg, 0.392 mmol), NMM (86 µL, 0.78 mmol) and THF (4 mL) was used in the fourth 
coupling. Fmoc-Tyr(tBu)-OH (384 mg, 0.836 mmol) was used in the fifth coupling. After Fmoc 
deprotection and the cleavage of the resin, the tert-butyl group was removed by dissolving the 
compound in DCM (8 mL) and refluxing with 6 equivalents of ZnBr2 (282 mg, 1.25 mmol). The title 
peptide was obtained as a white solid (7.6 mg, 6 %). 
1H NMR (300 MHz, MeOD) δ (ppm) 7.29-7.18 (m, 5H), 7.15 (d, 2H, J=8.5 Hz), 6.82 (d, 2H, J=8.5 
Hz), 5.20-5.09 (m, 3H), 4.39-4.09 (m, 5H), 3.24-2.74 (m, 9H), 1.80-1.64 (m, 2H), 1.45-1.33 (m, 1H), 
0.94 (d, 3H, J=6.5 Hz), 0.89 (d, 3H, J=6.5 Hz). 13C NMR (75 MHz, MeOD) δ (ppm) 200.8 (s), 180.9 
(s), 172.7 (s), 169.7 (s), 167.9 (s), 136.5 (s), 130.1 (s), 129.1 (s), 128.1 (s), 126.5 (s), 124.5 (s), 115.5 
(s), 55.3 (s), 54.8 (s), 51.0 (s), 50.1 (s), 37.0 (s), 36.9 (s), 36.4 (s), 30.7 (s), 24.5 (s), 22.3 (s), 20.5 (s). 
IR (NaCl) ν (cm-1) 2362, 2338, 1684, 1625, 1203, 1144. Exact mass : calculated for C29H40N5O6SH
+
: 
586.2699, found: 586.2701. [α]20D -10 (c=1.50, MeOH). 
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 (S)-2-((S)-2-(2-((S,E)-5-amino-6-(4-hydroxyphenyl)hex-3-enethioamido)acetamido)-3-
phenylpropanamido)-4-methylpentanoic acid (136) 
(H-Tyr-//-Gly-CSNH-Gly-Phe-Leu-OH) 
 
 
 
 
 
 
400 mg of 2-chlorotrityl chloride resin with a loading of 1.10  mmol/g was used. Fmoc-Leu-OH (212 
mg, 0.600 mmol) was used in the first coupling. Washing of the resin after the first coupling was done 
with DCM (3X), DMF (2X), DCM (2X) and MeOH (3X). Fmoc-Phe-OH (682 mg, 1.76 mmol) was 
used in the second coupling. Fmoc-Gly-OH (523 mg, 1.76 mmol) was used in the third coupling. (S,E)-
tert-butyl 1-(4-tert-butoxyphenyl)-6-(6-nitro-1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-yl)-6-thioxohex-3-en-2-ylcar-
bamate (110) (281 mg, 0.520 mmol), NMM (114 µL, 1.04 mmol) and THF (8 mL) was used in the 
fourth coupling. After the cleavage of the resin, the Boc and t-Butyl protecting groups were removed by 
stirring the residue in neat formic acid (4 mL) for 2 h. Water (100 mL) was added and the solution was 
immediately frozen and lyophilized. The title peptide was obtained as a brownish solid (18.6 mg, 8 %). 
1H NMR (300 MHz, MeOD) δ (ppm) 8.28 (d, 1H, J=8.0 Hz), 8.08 (d, 1H, J=8.0 Hz), 7.28-7.12 (m, 
5H), 7.01 (d, 2H, J=8.5 Hz), 6.72 (d, 2H, J=8.5 Hz), 5.85 (dt, 1H, J=15.0 Hz, 7.0 Hz), 5.58 (dd, 1H, 
J=8.0 Hz), 4.71-4.63 (m, 1H), 4.49-4.40 (m, 1H), 4.18 (q, 2H, J=17.0 Hz), 3.84 (q, 1H, J=7.5 Hz), 3.38 
(d, 2H, J=7.0 Hz), 3.18 (dd, 1H, J=13.5, 5.0 Hz), 2.94-2.74 (m, 3H), 1.73-1.57 (m, 3H), 0.93 (d, 3H, 
J=6.0 Hz), 0.89 (d, 3H, J=6.0 Hz).   13C NMR (75 MHz, MeOD) δ (ppm) 202.8 (s), 174.2 (s), 172.0 
(s), 168.2 (s), 156.4 (s), 136.8 (s), 131.9 (s), 130.2 (s), 129.0 (s), 128.0 (s), 126.3 (s), 125.7 (s), 115.2 
(s), 54.5 (s), 54.2 (s), 50.8 (s), 40.2 (s), 38.3 (s), 37.4 (s), 24.5 (s), 22.0 (s), 20.4 (s). IR (NaCl) ν (cm-1) 
2362, 2338, 1668, 1518, 1203, 1136. Exact mass : calculated for C29H38N4O5SNa
+
: 577.2455, found: 
577.2457. [α]20D 0.28 (c=3.9, MeOH). 
  
 146 
 (S)-2-((S)-2-(2-((S,E)-5-amino-6-(4-hydroxyphenyl)hex-3-enethioamido)acetamido)-N-methyl-3-
phenylpropanamido)-4-methylpentanoic acid (137) 
(H-Tyr-//-Gly-CSNH-Gly-Phe-NMe-Leu-OH) 
 
 
 
 
 
 
600 mg of 2-chlorotrityl chloride resin with a loading of 0.603  mmol/g was used. Fmoc-(NMe)Leu-OH 
(331 mg, 0.900 mmol) was used in the first coupling. Washing of the resin after the first coupling was 
done with DCM (3X), DMF (2X), DCM (2X) and MeOH (3X). Fmoc-Phe-OH (561 mg, 1.45 mmol) 
was used in the second coupling. Fmoc-Gly-OH (430 mg, 1.45 mmol) was used in the third coupling. 
(S,E)-tert-butyl 1-(4-tert-butoxyphenyl)-6-(6-nitro-1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-yl)-6-thioxohex-3-en-2-
ylcarbamate (110) (323 mg, 0.599 mmol), NMM (132 µL, 1.20 mmol) and THF (12 mL) was used in 
the fourth coupling. After the cleavage of the resin, the Boc and t-Butyl protecting groups were 
removed by stirring the residue in neat formic acid (4 mL) for 2 h. Water (100 mL) was added and the 
solution was immediately frozen and lyophilized. The title peptide was obtained as a brownish solid 
(19.7 mg, 10%). 
1H NMR (300 MHz, MeOD) δ (ppm) 7.24-7.16 (m, 5H), 7.02 (d, 2H, J=8.5 Hz), 6.72 (d, 2H, J=8.5 
Hz), 5.86 (dt, 1H, J=15.5 Hz, 7.0 Hz), 5.58 (dd, 1H, J=15.5 Hz, 8.0 Hz), 5.16-5.03 (m, 2H), 4.28-4.10 
(m, 2H), 3.88-3.77 (m, 1H), 3.39-3.30 (m, 2H), 3.15-2.98 (m, 2H), 2.97-2.72 (m, 6H), 2.66-2.56 (m, 
1H), 1.77-1.59 (m, 2H), 1.50-1.32 (m, 1H), 0.90 (d, 3H, J=6.5 Hz), 0.86 (d, 3H, J=6.5 Hz). 13C NMR 
(75 MHz, MeOD) δ (ppm) 202.8 (s), 173.1 (s), 172.4 (s), 167.8 (s), 156.4 (s), 136.5 (s), 131.9 (s), 130.2 
(s), 129.1 (s), 128.1 (s), 128.0 (s), 126.5 (s), 115.2 (s), 91.7 (s), 54.9 (s), 54.5 (s), 51.0 (s), 39.0 (s), 38.3 
(s), 37.2 (s), 36.9 (s), 30.6 (s), 24.5 (s), 22.3 (s), 20.4 (s).IR (NaCl) ν (cm-1) 3541-3123 (br), 3040, 
2966, 2366, 2338,  Exact mass : calculated for C30H40N4O5SNa
+
: 591.2612, found: 591.2619. [α]20D -
14.7 (c=3.30, MeOH). 
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 (S)-2-((S)-2-(2-((S,E)-5-amino-6-(4-hydroxyphenyl)hex-3-enethioamido)acetamido)-3-
phenylpropanethioamido)-4-methylpentanoic acid (139) 
(H-Tyr-//-Gly-CSNH-Gly-Phe-CSNH-Leu-OH) 
 
 
 
 
 
 
600 mg of 2-chlorotrityl chloride resin with a loading of 0.789  mmol/g was used. Fmoc-Leu-OH (318 
mg, 0.900 mmol) was used in the first coupling. Washing of the resin after the first coupling was done 
with DCM (3X), DMF (2X), DCM (2X) and MeOH (3X). Fmoc-Phe-CS-7-nitrobenzotriazole (520 mg, 
0.948 mmol), NMM (208 µL, 1.90 mmol) and THF (12 mL) was used in the second coupling. Fmoc-
Gly-OH (564 mg, 1.90 mmol) was used in the third coupling. (S,E)-tert-butyl 1-(4-tert-butoxyphenyl)-
6-(6-nitro-1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-yl)-6-thioxohex-3-en-2-ylcarbamate (110) (353 mg, 0.654 
mmol), NMM (144 µL, 1.31 mmol) and THF (12 mL) was used in the fourth coupling. After the 
cleavage of the resin, the Boc and t-Butyl protecting groups were removed by stirring the residue in 
neat formic acid (4 mL) for 2 h. Water (100 mL) was added and the solution was immediately frozen 
and lyophilized. The title peptide was obtained as a brownish solid (1.8 mg, 1 %). 
1H NMR (300 MHz, D2O) δ (ppm) 7.34-7.10 (m, 5H), 7.02 (d, 2H, J=8.5 Hz), 6.72 (d, 2H, J=8.5 Hz), 
5.87 (dt, 1H, J=15.5, 7.0 Hz), 5.78 (dd, 1H, J=15.5, 8.0 Hz), 5.04-4.92 (m, 3H), 4.19 (q, 2H, J=16.5 
Hz), 3.84 (q, 1H, J=7.5 Hz), 3.16-2.76 (m, 4H), 1.82-1.58 (m, 3H), 1.39-1.21 (m, 1H), 0.94 (d, 3H, 
J=6.0 Hz), 0.89 (d, 3H, J=6.0 Hz). 13C NMR (600 MHz, MeOD) δ (ppm) 202.3 (s), 179.5 (s), 174.0 
(s), 155.7 (s), 136.6 (s), 135.7 (s), 134.9 (s), 132.0 (s), 129.9 (s), 128.4 (s), 127.6 (s), 125.1 (s), 114.5 
(s), 54.2 (s), 46.7 (s), 42.9 (s), 39.8 (s), 37.7 (s), 37.1 (s), 26.1 (s), 24.4 (s), 21.5 (s), 20.0 (s), 17.5 (s).  
IR (NaCl) ν (cm-1) 2362, 2338, 1711, 1195, 1136. Exact mass : calculated for C29H38N4O4S2Na
+
: 
593.2227, found: 593.2240. [α]20D -2 (c=3.4, MeOH). 
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 (S)-2-((R,Z)-5-(2-((S)-2-amino-3-(4-hydroxyphenyl)propanamido)acetamido)-2-benzyl-4-
fluoropent-3-enamido)-4-methylpentanoic acid (140) 
(H-Tyr-Gly-Gly-F//-Phe-Leu-OH) 
 
 
 
 
 
 
285 mg of 2-chlorotrityl chloride resin with a loading of 0.38 mmol/g was used. Fmoc-Leu-OH (165 
mg, 0.456 mmol), DiPEA (517 µL, 2.85 mmol) (the resin was stirred for 5 min with the first 207 µL, 
1.14 mmol, before adding the remaining  310 µL, 1.71 mmol) and DCM (5 mL) were used in the first 
coupling. Protection of the free sites was subsequentially done using MeOH (1 mL), DiPEA (0,25 mL) 
and DCM (4 mL), and agitating in a shaker for 1 h. Fmoc deprotection was done using piperidine and 
DMF (1:4) agitating during 45 min in a shaker. (R,Z)-5-(((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonylamino)-2-
benzyl-4-fluoropent-3-enoic acid (121) (288 mg, 0.648 mmol), DiC (102 µL, 0.648 mmol), HOBt.H2O 
(99 mg, 0.648 mmol) and DMF (5 mL) were used in the second coupling. Fmoc-Gly-OH (321 mg, 1.08 
mmol), DiC (169 µL, 1.08 mmol), HOBt.H2O (165 mg, 1.08 mmol) and DMF (5 mL) were used in the 
third coupling. Fmoc-Tyr(tBu)-OH (496 mg, 1.08 mmol), DiC (169 µL, 1.08 mmol), HOBt.H2O (165 
mg, 1.08 mmol) and DMF (5 mL)  were used in the fourth coupling. After the removal of the N-
terminal Fmoc group, cleaving of the final peptide was performed in a glass vial using TFA, water and 
TiPS (95:2.5:2.5) and agitating for 1 h 30 min. After cleavage, the mixture was was filtered on cotton 
into a large amount of water (20 mL). The remaining TFA was evaporated in vacuo, and the aqueous 
solution was freeze dried. . The title peptide was obtained as a white solid (51 mg, 85%). 
1H NMR (300 MHz, DMSO) δ (ppm) 12.42 (br, 1H), 9,33 (s, 1H), 8.70 (t, 1H, J=5.5 Hz), 8.24-8.20 
(m, 2H), 8.02 (br, 3H), 7.23-7.10 (m, 5H), 7.02 (d, 2H, J=8.5 Hz), 6.67 (d, 2H, J=8.5 Hz), 4.91 (dd, 1H, 
J=38.0, 9.5 Hz), 4.15-4.08 (m, 1H), 3.95 (br, 1H), 3.84-3.66 (m, 4H), 3.59-3.51 (m, 1H), 3.00-2.90 (m, 
2H), 2.77 (dd, 1H, J=14.0, 8.5 Hz),  2.55 (dd, 1H, J=14.0, 8.5 Hz), 1.62-1.37 (m, 3H), 0.84 (d, 3H, 
J=6.5 Hz), 0.78 (d, 3H, J=6.5 Hz).  13C NMR (75 MHz, MeOD) δ (ppm) 174.4 (s), 172.4 (s), 168.9 (s), 
168.5 (s), 157.9 (s), 157.0 (s), 154.5 (s), 139.2 (s), 130.9 (s), 129.5 (s), 128.4 (s), 126.5 (s), 125.2 (s), 
115.8 (s), 105.9 (d, J=11 Hz), 54.2 (s), 50.8 (s), 43.0 (s), 42.2 (s), 36.7 (s), 24.7 (s), 23.2 (s), 21.8 (s). IR 
 149 
(NaCl) ν (cm-1) 3748, 2971, 2932, 2364, 2339, 1654, 1565. Exact mass : calculated for 
C29H37FN4O6Na
+
: 579.2589, found: 579.2604. [α]20D -1.5 (c=3.47, MeOH).  
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ANNEXE 2 : SPECTRES DE RÉSONANCE MAGNÉTIQUE NUCLÉAIRE DES PROTONS 
  
 151 
(S)-Methyl 3-(tert-butoxycarbonylamino)-4-(4-tert-butoxyphenyl)butanoate (94) 
 
 152 
(R,E)-methyl 5-(tert-butoxycarbonylamino)-6-(4-tert-butoxyphenyl)hex-2-enoate (95) 
 
  
 153 
(S,E)-methyl 5-(tert-butoxycarbonylamino)-6-(4-tert-butoxyphenyl)hex-3-enoate (96) 
 154 
(S,E)-5-(tert-butoxycarbonylamino)-6-(4-tert-butoxyphenyl)hex-3-enoic acid (97) 
  
 155 
(R,E)-methyl 5-(tert-butoxycarbonylamino)-6-(tert-butyldiphenylsilyloxy)hex-3-enoate (104) 
  
 156 
(S,E)-tert-butyl 6-(2-amino-5-nitrophenylamino)-1-(4-tert-butoxyphenyl)-6-oxohex-3-en-2-
ylcarbamate (108) 
 157 
(S,E)-tert-butyl 6-(2-amino-5-nitrophenylamino)-1-(4-tert-butoxyphenyl)-6-thioxohex-3-en-2-
ylcarbamate (109) 
  
 158 
Ethyl 3-(dibenzylamino)-2,2-difluoropropanoate (114) 
 
  
 159 
 
Ethyl 3-(tert-butoxycarbonylamino)-2,2-difluoropropanoate (115) 
  
 160 
Chloracetyl-(S)-camphor-10,2-sultam (117) 
 161 
Diethylphosphonylacetyl-(S)-camphor-10,2-sultam (118) 
   
 162 
(E)-5-(tert-butoxycarbonyl)amino)-4,4-difluoropent-2-enoyl-(S)-camphor-10,2-sultam (119) 
 
 163 
(2R,Z)-2-benzyl-5-(N-(tert-butoxycarbonyl)-amino)-4-fluoropent-3-enoyl-(S)-camphor-10,2-
sultam (120) 
  
 164 
(R,Z)-5-(((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonylamino)-2-benzyl-4-fluoropent-3-enoic acid (121) 
  
 165 
(S,E)-perfluorophenyl 5-(tert-butoxycarbonylamino)-6-(4-tert-butoxyphenyl)hex-3-enoate (126) 
 166 
(S,E)-2-(5-(tert-butoxycarbonylamino)-6-(4-tert-butoxyphenyl)hex-3-amido)acetic acid  (127)
 167 
(S)-1-methoxy-N,4-dimethyl-1-oxopentan-2-aminium chloride (129) 
 
 168 
(S)-methyl 2-((S)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-N-methyl-3-phenylpropamido)-4-methyl 
pentanoate (130) 
  
 169 
(6S,15S,18S,E)-methyl 15-benzyl-6-(4-tert-butoxybenzyl)-2,2,17,20-tetramethyl-4,10,13,16-
tetraoxo-3-oxa-5,11,14,17-tetraazahenicos-7-ene-18-carboxylate (131) 
 170 
(S)-2-((S)-2-(2-((S,E)-5-amino-6-(4-hydroxyphenyl)hex-3-enamido)acetamido)-N-methyl-3-
phenylpropanamido)-4-methylpentanoic acid (132) 
  
 171 
(S)-2-((S)-2-(2-((S,E)-5-amino-6-(4-hydroxyphenyl)hex-3-enamido)acetamido)-3-
phenylpropanoyloxy)-4-methylpentanoic acid (133) 
 172 
(2S,5S,14S)-14-amino-5-benzyl-15-(4-hydroxyphenyl)-2-isobutyl-3-methyl-4,7,13-trioxo-10-
thioxo-3,6,9,12-tetraazapentadecan-1-oic acid (135) 
 173 
(S)-2-((S)-2-(2-((S,E)-5-amino-6-(4-hydroxyphenyl)hex-3-enethioamido)acetamido)-3-
phenylpropanamido)-4-methylpentanoic acid (136) 
 174 
(S)-2-((S)-2-(2-((S,E)-5-amino-6-(4-hydroxyphenyl)hex-3-enethioamido)acetamido)-N-methyl-3-
phenylpropanamido)-4-methylpentanoic acid (137) 
 175 
(S)-2-((S)-2-(2-((S,E)-5-amino-6-(4-hydroxyphenyl)hex-3-enethioamido)acetamido)-3-
phenylpropanethioamido)-4-methylpentanoic acid (139) 
 176 
(S)-2-((R,Z)-5-(2-((S)-2-amino-3-(4-hydroxyphenyl)propanamido)acetamido)-2-benzyl-4-
fluoropent-3-enamido)-4-methylpentanoic acid (140) 
  
 177 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANNEXE 3 : COORDONNÉES DE DIFFRACTION DES RAYONS-X DU COMPOSÉ 120 
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